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1. Einleitung 1
1.1. Das DOWN-Syndrom 
In den westlichen Industrienationen hat das DOWN-Syndrom heutzutage eine 
Prävalenz von ungefähr 20 auf 10.000 Schwangerschaften, so dass von 650 bis 
1.000 Neugeborenen eines mit diesem Syndrom auf die Welt kommt (HUANG ET 
AL., 1998; BELL ET AL., 2003; RÖSCH ET AL., 2000). Einen der ersten historischen 
Hinweise auf das DOWN-Syndrom liefert ein angelsächsischer Kinderschädel 
aus dem 7. Jahrhundert, den man bei einer Ausgrabung bei Breedon, England 
fand (BROTHWELL, 1960). Er zeigt typische Merkmale, die man bei Kindern mit 
diesem Syndrom sieht. Dennoch findet sich der erste medizinische Bericht 
eines Kindes mit Kennzeichen des DOWN-Syndroms erst in dem 1838 
erschienen Buch Des Maladies Mentales von JEAN ESQUIROL (BERG & KOROSSY, 
2001). Der Hauptgrund hierfür dürfte eine weitaus geringere Prävalenz bei 
geringerer Bevölkerungsdichte, geringerem Durchschnittsalter der gebärenden 
Frauen und erhöhter perinataler Sterblichkeit sein (RICHARDS, 1968). Acht Jahre 
später beschrieb EDOUARD SÉGUIN ausführlich das Aussehen eines Patienten 
mit Zeichen des DOWN-Syndrom, das er aufgrund der auftretenden 
Hautveränderungen  als kleienschuppige Idiotie bezeichnete. Es ist jedoch nicht 
klar, ob es sich hierbei nicht um einen Fall von Kretinismus handelte (BERG & 
KOROSSY, 2001). 1866 veröffentlichte der Londoner Hausarzt JOHN DOWN einen 
Artikel, in dem er präzise etliche Merkmale des Syndroms klassifizierte, das 
heute seinen Namen trägt (DOWN,1866).  
 
Beinahe ein Jahrhundert später entdeckten JÉRÔME LEJEUNE und seine 
Kollegen die numerische Chromosomenaberration mit einer Verdreifachung des 
Chromosoms 21 (Trisomie 21) als mögliche Ätiologie des Down-Syndroms 
(LEJEUNE ET AL., 1959). Im Jahr darauf wurde die Translokationstrisomie des 
Chromosoms 21 bei einem Mädchen mit DOWN-Syndrom entdeckt (POLANI ET 
AL., 1960). Bei den Translokationstrisomien liegt die zusätzliche Kopie des 
Chromosoms 21 nicht in freier Form vor, sondern ist an ein anderes 
Chromosom angehängt. So handelte es sich bei dem von POLANI und Kollegen 
beschriebenen Fall um eine zentrische Fusion (ROBERTSON-Translokation) 
zwischen den beiden Chromosomen 21 und 14, bei der die beiden langen Arme 
21q und 14q zu einem neuen Chromosom t(14q;21q) fusioniert sind, so dass 
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das Mädchen einen Karyotyp von 46, XX, 14-, t(14q;21q)+ hatte (LEJEUNE & 
TURPIN, 1961). Dabei konnte gezeigt werden, dass es sich hierbei um eine 
mögliche Ursache für Fälle von familiär gehäuftem DOWN-Syndrom handelt, bei 
denen das Translokationschromosom über mehrere Generationen weiter 
vererbt wird (CARTER ET AL.,1960; PENROSE ET AL., 1960). 
 
Anhand phäno- und genotypischer Vergleiche mehrerer Patienten mit partieller 
Trisomie 21, bei denen nur ein unterschiedlich großes Fragment von 
Chromosom 21 auf ein anderes Chromosom transloziert ist, stellte man fest, 
dass bereits die Verdreifachung eines Teiles der Bande q22 des Chromosoms 
21 den Phänotypus des DOWN-Syndroms verursachen kann (POISSONNIER ET 
AL., 1976; CERVENKA ET AL., 1977; HAGEMEIJER & SMIT, 1977) und  definierte die 
so genannte "Down-Syndrom kritische Region (DSCR)" (RAHMANI ET AL., 1989; 
MCCORMICK ET AL., 1989; DELABAR ET AL., 1993). Hierbei handelt es sich um 
eine ungefähr 4 Mbp große Region im Bereich der Bande q22.2 zwischen den 
Markern D21S17 und ETS2 (DUFRESNE-ZACHARIA ET AL., 1994). Dennoch wurde 
auch über mehrere Patienten mit partieller Trisomie 21 außerhalb der DSCR 
berichtete, die ebenfalls Merkmale des DOWN-Syndroms zeigten (KORENBERG 
ET AL., 1994). Diese Beobachtung wiederum spricht gegen die Annahme, dass 
nur ein einzelner Abschnitt für die Ausprägung des DOWN-Syndroms 
verantwortlich ist. Man kann jedoch davon ausgehen, dass die Mehrzahl der 
Merkmale des DOWN-Syndroms durch eine Verdreifachung der DSCR 
verursacht werden kann.  
 
Das DOWN-Syndrom ist durch eine Reihe verschiedener Merkmale 
gekennzeichnet, die bei Individuen mit Trisomie 21 in unterschiedlicher 
Ausprägung auftreten können. Neben dem typischen Aussehen mit adipösem 
Minderwuchs, Brachymikrozephalie, Hypertelorismus, Epikanthus und 
Makroglossie leiden sie gehäuft an kongenitalen Herzfehlern, Anomalien des 
Verdauungstraktes, Störungen des Immunsystems, Schilddrüsenfunktions-
störungen, Hodenkarzinomen und hämatopoetischen Störungen einschließlich 
einer erhöhten Inzidenz an Leukämien im Kindesalter (HAYES ET AL., 1997; YANG 
ET AL., 2002; BROOKES ET AL., 1996). Aufgrund von Störungen in der Entwicklung 
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des Nervensystems sind Kinder mit DOWN-Syndrom geistig behindert. Wenn 
auch die Ausprägung je nach Förderung von leichter Debilität bis hin zur Idiotie 
reichen kann, so ist die Trisomie 21 die am häufigsten bekannte Ursache einer 
Oligophrenie, insbesondere deren schwereren Formen (ARVIO & SILLANPÄÄ, 
2003; BOWER ET AL., 2000; ELWOOD & DARRAGH, 1981). Daneben lässt sich eine 
Neigung zu hyperkinetischem Verhalten beobachten, ein Hinweis auf Störungen 
des präfrontalen Kortex, wie sie gehäuft bei geistig Behinderten auftreten. 
Makropathologisch betrachtet ist das Gehirn bei Trisomie 21 kleiner, wobei 
besonders Kleinhirn und Hirnstamm betroffen sind (Zusammenfassende 
Darstellung bei: COYLE ET AL., 1986; LUBEC & ENGIDAWORK, 2002). Die 
Hirnwindungen sind deutlich verflacht und vermindert. Die Anzahl der 
Nervenzellen ist in bestimmten Regionen reduziert. Hierzu zählen Areale im 
Hirnstamm, das Kleinhirn, der Hippocampus, die cholinergen Nervenzellen im 
basalen Vorderhirn und die Körnerschichten der Großhirnrinde. Insbesondere in 
der Großhirnrinde bilden die morphologisch veränderten Nervenzellen vermehrt 
irreguläre Zellhaufen und weisen verminderte dentritische Verzweigungen auf. 
Diese Beobachtungen können bereits am Fetus und während der Kindheit 
gemacht werden, so dass man davon ausgeht, dass es sich hierbei um eine 
Störung der Nervenzelldifferenzierung und -migration handelt. Daneben zeigen 
sich bei praktisch allen Individuen mit Trisomie 21 ab dem 35 Lebensjahr 
neuropathologische Veränderungen, die auch bei Patienten mit einer Demenz 
vom Alzheimer Typ gefunden werden. 
 
 
1.2. Mentale Retardierung und DYRK1A 
Um Aufschlüsse dafür zu finden, wieso es bei einer Verdreifachung des 
Chromosom 21 oder eines Teiles hiervon zum DOWN-Syndrom kommt, wurde 
unter anderem untersucht, welche Gene auf Chromosom 21 kodiert sind. Dies 
basiert vor allem auf der Annahme, dass es sich beim DOWN-Syndrom um die 
Folge einer erhöhten Expression bestimmter Gene des dreifach vorliegenden 
Chromosom 21 handelt (Hypothese des "Gen-Dosis-Effekts") (PRITCHARD & 
KOLA, 1999). Bei der Analyse der DSCR fanden mehrere Arbeitsgruppen 
unabhängig von einander das menschliche DYRK1A Gen, das für eine 
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Proteinkinase kodiert (GUIMERÁ ET AL., 1996; SONG ET AL., 1996; SHINDOH ET 
AL.,1996; CHEN & ANTONARAKIS, 1997; OHIRA ET AL.,1997). Nach vollständiger 
Sequenzierung des Chromosom 21 konnte DYRK1A beim Menschen nun auf 
einen distalen Abschnitt der Unterbande 21q22.13  lokalisiert werden (HATTORI 
ET AL., 2000) (Abb. 1).  
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Abb. 1: Genomische Lokalisation der DSCR und DYRK1A 
(A) Schematische Darstellung des humanen Chromosom 21. Dargestellt sind der kurze 
und der lange Arm (21p bzw. 21q) mit den jeweiligen Banden und Unterbanden (nach 
HATTORI ET AL., 2000; ANTONARAKIS, 1998). Der Pfeil markiert die Position des 
Centromers, die eckige Klammer die Position der DSCR.  
(B) Schematische Darstellung der DSCR. Dargestellt ist ein 4 Mbp großer Ausschnitt 
aus (A) um den Marker D21S55. Die Positionen der Marker D21S17 und ETS2 sind 
ebenfalls angegeben. Die Lage einiger Gene der DSCR ist als graue, die von DYRK1A 
als schwarzes Kästchen gezeigt (nach HATTORI ET AL., 2000; PATIL ET AL., 1994).  
 
 
Das Homolog von Drosophila melanogaster wurde erstmalig bei einer Mutanten 
kloniert, die aufgrund einer Verkleinerung ihres zentralen Nervensystems als 
minibrain Mutante bezeichnet wird (TEJEDOR ET AL., 1995). Die Autoren 
bezeichneten das entsprechende Gen deswegen als MNB und konnten zeigen, 
dass das beobachtete Phänomen mit einer reduzierten Synthese von MNB 
assoziiert ist.  
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Immunhistochemische Untersuchungen und RNA in situ Hybridisierungen bei 
der Maus zeigten, dass DYRK1A in verschiedenen Hirnregionen exprimiert 
wird, die teilweise mit den Regionen übereinstimmen, die beim DOWN-Syndrom 
verändert sind (GUIMERA ET AL., 1996; RAHMANI ET AL., 1997; MARTÍ ET AL., 2003). 
Im fetalen Gehirn der Maus wird DYRK1A ubiquitär synthetisiert (SONG ET AL., 
1996; RAHMANI ET AL., 1997), wobei die Synthese postnatal bis in die 
Adoleszenz kontinuierlich abnimmt (OKUI ET AL., 1999). Im Endhirn von 
menschlichen Feten mit DOWN-Syndrom scheint DYRK1A vermehrt transkribiert 
zu werden (GUIMERA ET AL., 1999).  
 
Das gleiche ist der Fall bei einer Reihe von Mausmodellen, die in der DOWN-
Syndrom-Forschung entwickelt wurden. Bei der Ts65Dn Maus handelt es sich 
um eine Maus mit partieller Trisomie des Mauschromosoms 16, das zu einem 
Großteil des menschlichen Chromosom 21 einschließlich der DSCR syntän ist 
(REEVES ET AL., 1995). Neben Entwicklungsverzögerungen und 
neuropsychologischen Störungen (Gedächtnis-, Lern- und Impulskontroll-
störungen), vergleichbar mit denen beim DOWN-Syndrom, weist diese Maus 
neuropathologische Auffälligkeiten auf, die auch beim DOWN-Syndrom 
beobachtet werden (ANTONARAKIS, 1998).  Auch bei ihr zeigt sich eine verstärkte 
Transkription von DYRK1A (GUIMERA ET AL., 1999). Das für ein 180 kbp großes 
Fragment der DSCR transgene Mausmodell TgYAC152F7tel überexprimiert 
DYRK1A. Neben Störungen im Lernverhalten lassen sich bei den Tieren 
verschiedene neurohistologische Auffälligkeiten finden (SMITH ET AL., 1997). Ein 
weiteres Modell stellt die transgene TgDyrk1A Maus dar, die spezifisch die 
vollständige DYRK1A cDNA überexprimiert (ALTAFAJ ET AL., 2001). Die Tiere 
erreichen bestimmte entwicklungsneurologischen Stadien nur verzögert und 
lassen im Erwachsenenalter Störungen sowohl im emotionalen als auch im 
Lernverhalten erkennen, obwohl sich bis jetzt keine neuropathologischen 
Veränderungen feststellen ließen.  
 
Homozygote Knockout-Mäuse, bei denen beide Kopien des DYRK1A Gen 
durch ein defektes Allel ausgetauscht wurden, so dass sie kein DYRK1A 
1. Einleitung 6
exprimieren können, sterben bereits intrauterin ab, wobei sie eine deutliche 
Verzögerung im Wachstum und in der Organentwicklung, insbesondere der 
Bildung postmitotischer Nervenzellen im ZNS, zeigen (FOTAKI ET AL., 2002). Die 
heterozygoten Mäuse, bei denen nur eine Kopie durch ein defektes Allel 
ausgetauscht wurde und die somit nur eine verminderte DYRK1A Synthese 
aufweisen, zeigen ebenfalls eine deutlich erhöhte perinatale Sterblichkeit und 
sind in ihrem Wachstum verlangsamt. Wie bei der mutierten Drosophila weisen 
sie strukturelle Störungen in umschriebenen Hirnregionen und spezifische 
Verhaltensauffälligkeiten auf.  
  
Aufgrund der aufgeführten Befunde wird angenommen, dass DYRK1A in die 
Entwicklung und Differenzierung des ZNS involviert ist, und gilt DYRK1A als 
Kandidatengen für die mentale Retardierung beim DOWN-Syndrom. 
 
 
1.3. Die Proteinkinase DYRK1A 
Die Proteinkinase DYRK1A bzw. MNB wurde als erstes Mitglied einer neuen 
Familie von Proteinkinasen, die beim Menschen inzwischen vier weitere 
Mitglieder umfasst, identifiziert (TEJEDOR ET AL., 1995; PATIL ET AL., 1995; 
KENTRUP ET AL., 1996). Die Sequenz von DYRK1A lässt erkennen, dass sie sich 
aus einer katalytischen Domäne mit allen Sequenzmerkmalen eukaryotischer 
Serin-/Threonin-spezifischer Proteinkinasen und je einer N- und einer C-
terminalen Domäne zusammensetzt (Abb. 2). In der Tat weist DYRK1A 
enzymatische Kinaseaktivität gegenüber verschiedenen in vitro Substraten auf, 
die an Serin-/Threoninresten phosphoryliert werden (BECKER, 1997). Zudem 
katalysiert DYRK1A eine Autophosphorylierung an Tyrosin, so dass es sich um 
eine Kinase mit dualer Spezifität handelt. Als Kinasen mit dualer Spezifität 
werden Proteinkinasen bezeichnet, die nicht entweder nur Serin-/Threonin- 
oder Tyrosinreste phosphorylieren, sondern Phosphorylgruppen sowohl auf die 
alkoholischen als auch auf die phenolischen Hydroxylgruppen dieser Reste 
übertragen können (LINDBERG ET AL.,1992). Aufgrund dieser dualen Spezifität 
und der hohen Sequenzhomologie innerhalb der katalytischen Domäne mit der 
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Proteinkinase YAK1p aus S. cerevisiae wurde die Kinase als "Dual-Specificity-
Yak1p-Related-Kinase 1A" bezeichnet (KENTRUP ET AL., 1996).  
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Abb. 2: Schematische Darstellung der Struktur von DYRK1A 
Dargestellt sind die katalytische Domäne, sowie der N- und der C-terminalen Abschnitt. 
Die Positionen der ersten und letzten Aminosäure der einzelnen Abschnitte sind 
oberhalb der eckigen Klammern angegeben. In der katalytischen Domäne sind die für 
Proteinkinasen typischen 12 Subdomänen (I-XI) grau unterlegt (HANKS & QUINN, 1991), 
die für die Kinasen der DYRK-Familie spezifischen Sequenzmerkmale sind oberhalb 
der Kinasedomäne angegeben (nach BECKER &  JOOST, 1999). Zudem sind einige der 
in DYRK1A auffälligen Regionen innerhalb der C- und N-terminalen Abschnitten 
dargestellt (nach KENTRUP ET AL., 1996). 
 
 
Sequenzvergleiche der katalytischen Domäne zeigen neben den bei allen 
eukaryotischen Proteinkinasen vorkommenden 12 Subdomänen und 
konservierten Motiven eine Reihe weiterer Sequenzmerkmale, die bei anderen 
Proteinkinasen nicht oder nur selten beobachtet werden und die als 
charakteristisch für die Familie der DYRK-Kinasen definiert wurden (Abb. 2) 
(BECKER & JOOST, 1999). Eines der besonders auffälligen Merkmale sind zwei 
zwischen den Subdomänen VII und VIII konservierte Tyrosinreste in der 
Sequenz YxY (wobei x für eine beliebige Aminosäure steht). In dieser Region 
befinden sich bei einer Reihe von Serin-/Threonin-spezifischen Proteinkinasen 
Serin-/Threoninreste, deren Phosphorylierung für die Aktivierung der Kinase 
notwendig ist, weswegen sie als Aktivierungsschleife bezeichnet wird 
(MARSHALL, 1994; JOHNSON ET AL., 1996). Bei den nahe mit den DYRK-Kinasen 
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verwandten MAP-Kinasen führt die Phosphorylierung der Aktivierungsschleife 
durch die MAP-Kinasen-Kinasen zur Aktivierung und Translokation in den 
Zellkern, wo sie wiederum ihre Substrate phosphorylieren können 
(DHANASEKARAN & REDDY, 1998). Die Mutation der beiden Tyrosinreste in 
DYRK1A zu nicht phosphorylierbarem Phenylalanin führt zur Inaktivierung der 
Kinase, was Hinweise auf die regulatorische Funktion dieser Reste liefert 
(KENTRUP ET AL., 1996). Aus diesem Grunde lässt sich das Akronym DYRK auch 
als "Dual-Specificity-tYrosine-Regulated-Kinase" lesen (BECKER &JOOST, 1999). 
 
Neben der katalytischen Domäne besteht DYRK1A aus je einem N- und einem 
C-terminalen, extrakatalytischen Abschnitt (Abb. 2). Bisher ist noch wenig über 
die Funktion dieser Abschnitte bekannt. Sequenzvergleiche mit anderen 
Kinasen zeigen nur wenige Ähnlichkeiten zwischen diesen Abschnitten und den 
extrakatalytischen Abschnitten anderer Kinasen. Eine Region unmittelbar N-
terminal der katalytischen Domäne über 20 Aminosäurereste findet sich 
regelmäßig bei allen Kinasen der DYRK-Familie, weshalb sie als "DYRK-
Homologie-Box" (DH-Box) bezeichnet wird (BECKER & JOOST, 1999). Auch bei 
anderen näher mit der DYRK-Familie verwandten Kinase-Familien finden sich 
konservierte Abschnitte mit Ähnlichkeiten zur DH-Box. N-terminal der DH-Box 
findet sich bei DYRK1A zudem ein so genanntes Kernlokalisationssignal (AA 
116-134) (Abb. 2), das für den Transport von DYRK1A in den Zellkern 
verantwortlich ist (BECKER ET AL., 1998; SONG ET AL., 1997). Derartige 
Sequenzabschnitte werden häufig bei Proteinen im Zellkern gefunden (JANS & 
HÜBNER, 1996), so dass auch in der Zellkultur überexprimiertes DYRK1A und 
andere Fusionsproteine mit diesem Abschnitt von DYRK1A im Zellkern 
anzufinden sind. Weitere nicht näher bekannte Abschnitte N-terminal des 
Kernlokalisationssignals scheinen für die Interaktion mit spezifischen Strukturen 
der Zellkernmatrix verantwortlich zu sein (BECKER ET AL., 1998). 
 
Der C-terminale Abschnitt von DYRK1A weist ebenfalls eine Reihe von 
Sequenzauffälligkeiten auf. Direkt C-terminal der katalytischen Domäne 
befindet sich eine etwa 40 Aminosäuren lange Region mit einem hohen Gehalt 
an Prolin(P)-, Glutamat(E)-, Serin(S)- und Threonin(T)-Resten (KENTRUP ET AL., 
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1996). Derartige als "PEST-Regionen" bezeichnete Abschnitte finden sich 
regelmäßig bei Proteinen, deren intrazelluläre Konzentration besonders eng 
kontrolliert wird, und werden für eine Erhöhung der Geschwindigkeit, mit der die 
Proteine abgebaut werden, verantwortlich gemacht (ROGERS ET AL.,1986). 
Weiter C-terminal findet sich bei DYRK1A zudem eine auffällige Reihe von 13 
Histidinresten (Histidin-Repeat) und eine Wiederholung von 14 
Serin/Threoninresten (Serin/Threonin-Repeat). Von dem Histidin-Repeat wird 
vermutet, dass es die subnukleare Lokalisation mit vermittelt (Alvarez et al., 
2003), die Funktion des Serin/Threonin-Repeat ist bisher ungeklärt. 
 
 
1.4. Die Familie der DYRK-Kinasen 
Die Familie der DYRK-Kinasen stellt eine Gruppe von Kinasen dar, die sich 
aufgrund verschiedener Gemeinsamkeiten bezüglich ihrer Sequenz, 
enzymatischer Eigenschaften und wahrscheinlich auch bezüglich ihrer 
Funktionen innerhalb der Gruppe der eukaryotischen Proteinkinasen 
zusammenfassen lassen (BECKER & JOOST, 1999). Aufgrund von 
Sequenzähnlichkeiten innerhalb der katalytischen Domänen wird die DYRK-
Familie zur CMGC-Gruppe (Akronym aus den Anfangsbuchstaben der 
bekanntesten Mitglieder: CDK, MAPK, GSK3 und CLK) der eukaryotischen 
Proteinkinasen gezählt (MANNING ET AL., 2002) (Abb. 3).  
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Abb. 3: Verwandtschaftsbeziehung von DYRK1A zu anderen Proteinkinasen 
der CMGC-Gruppe 
Das Dendrogramm wurde nach einem Sequenzvergleich der katalytischen Domäne 
der angegebenen Proteinkinasen mit Hilfe des ClustalW-Programmes erstellt. Die 
Sequenzen haben folgende Datenbank-Zugangsnummern (EM: EMBL/GenBank; SW: 
SwissProt); HIPK1, SW: Q86Z02; HIPK2, SW:Q9H2X6; HIPK3, EM: NM_005734; 
HIPK4, EM:NM_144685; Dyrk1A, SW:Q13627; Dyrk1B, SW:Q9Y463; Dyrk2, 
SW:Q92630; Dyrk3, SW:O43781; Dyrk4, SW:Q9NR20; Clk1, SW:P49759; Clk2, 
SW:P49760; Clk3, SW:P49761; Jnk1, SW: P45983; p38, SW:Q16539; Erk2, SW: 
P28482; Cdk2, SW:P24941; Cdk4, SW:P11802; Gsk3, SW:P49841. Es wurden 
ausschließlich menschliche Sequenzen berücksichtigt. 
 
 
Obwohl die Funktionen vieler Mitglieder dieser Gruppe bis heute noch 
weitestgehend unbekannt sind, weiß man, dass einige der Proteinkinasen an 
der Regulation von Zellteilung und -differenzierung beteiligt sind. Die am besten 
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untersuchten Familien der CMGC-Gruppe sind die MAP-Kinasen (MAPK) und 
die cyclin-abhängigen Kinasen (CDK). Die MAPK werde nach Stimulation der 
Zelle durch verschiedene Wachstumsfaktoren im Rahmen einer Signalkaskade 
aktiviert, was über die Aktivierung von Transkriptionsfaktoren zu Expression von 
Genen führt, die direkt an der Zellproliferation beteiligt sind (DHANASEKARAN & 
REDDY, 1998). Die CDK dagegen regulieren in Verbindung mit verschiedenen 
Cyclinen direkt einzelne Phasen des proliferativen Zellzyklus (OBAYA & SEDIVY, 
2002). Auch die näher mit der DYRK-Familie verwandten Proteinkinasen, die 
homeodomänen-interagierendes Protein Kinasen (HIPK) und die Cdc2-
ähnlichen Kinasen (CLK), sind an Differenzierungs- und Wachstumsprozessen 
der Zelle beteiligt. Die Aktivierung der HIPK führt offensichtlich zur 
Beeinflussung von Zellwachstum und Apoptose (ECSEDY, 2003).Die CLK 
scheinen dahingegen über die Phosphorylierung von SR Proteinen die 
Prozessierung von prä-mRNA zu beeinflussen und darüber an der Steuerung 
der zellulären Differenzierung im ZNS teilzunehmen (NAYLER ET AL., 1998). 
Homologe Gene zu DYRK1A finden sich nicht nur bei Wirbeltieren, sondern 
sind evolutionär hoch konserviert, so dass sich auch in einfacheren Metazoen, 
wie in Drosophila (Mnb)  oder dem Fadenwurm C. elegans (Mbk-1), und in 
Protozoen, wie der Amoebe D. discoideum (YakA) und der Hefe S. cerevisiae 
(Yak1p) homologe Enzyme finden (TEJEDOR ET AL., 1995; RAICH ET AL., 2003;VAN 
ES ET AL., 2001; GARRETT & BROACH, 1989). Während die Homologa in den 
Protozoen die Zellteilung hemmen (VAN ES ET AL., 2001; GARRETT & BROACH, 
1989), liegt die Funktion bei mehrzelligen Organismen offensichtlich eher in der 
Steuerung von Differenzierungsprozessen, insbesondere im ZNS (TEJEDOR ET 
AL., 1995; YANG ET AL., 2001; FOTAKI ET AL., 2002; HÄMMERLE ET AL., 2002).  
 
 
1.5. Die Regulation von Proteinkinasen 
Als Schaltglieder einer dynamischen intrazellulären Signalweiterleitung müssen 
die Proteinkinasen in ihrer Aktivität, Substrate zu phosphorylieren, reversibel 
ein- und ausgeschaltet werden können. Eine Möglichkeit stellt die direkte 
Kontrolle der enzymatischen Aktivität der katalytischen Domäne durch 
reversible Phosphorylierung der oben erwähnten Aktivierungsschleife dar 
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(Interkonversion). So führt bei den MAP-Kinasen deren Phosphorylierung durch 
die MAP-Kinasen-Kinasen zur Freigabe und Bildung der Struktur, über die die 
Substrate erkannt werden können (CANAGARAJAH ET AL., 1997). Die 
Dephosphorylierung durch MAP-Kinase-Phosphatasen inaktiviert sie wieder 
(KEYSE, 1998). Außer einer Phosphorylierung durch eine weiter oben in der 
Signalkaskade liegende Proteinkinase können sich einige Proteinkinasen unter 
gegebenen Umständen auch selber phosphorylieren und aktivieren. Die 
Insulinrezeptorkinase, eine Tyrosin-spezifische Kinase, bildet nach Bindung von 
Insulin Homodimere und trans-autophosphoryliert sich an drei Tyrosinresten in 
ihrer Aktivierungsschleife, so dass die ATP-und Substrat-Bindungsstelle 
freigegeben wird und die Kinase ihre Substrate phosphorylieren kann 
(HUBBARD, 1997). Der Funktionsuzstand extrakatalytischer Domänen und 
Untereinheiten kann ebenfalls kontrolliert verändert werden. Hier spielen häufig 
neben der Bindung allosterischer Liganden ebenfalls Phosphorylierungs-
reaktionen eine Rolle. So wird die Phosphorylase-Kinase in einer cAMP-
abhängigen Reaktion von der Proteinkinase A in den regulatorischen 
Untereinheiten phosphoryliert, so dass die katalytische Untereinheit ihre 
enzymatische Aktivität entfalten kann (MAYER & KREBS, 1970). Auch hierbei 
werden Autophosphorylierungsreaktionen beobachtet. Die Phosphorylase-
Kinase kann sich neben der Aktivierung durch die Proteinkinase A in einer 
Ca2+-abhängigen Autophosphorylierungsreaktion an den regulatorischen 
Untereinheiten ebenso selber aktivieren (WANG ET AL., 1970; KING ET AL., 1983). 
Außer dem Einfluss nichtkatalytischer Domänen auf die Kinaseaktivität können 
auch andere Funktionen dieser Domänen, wie die subzelluläre Lokalisation 
oder die Interaktion mit anderen Proteinen mittels Phosphorylierungsreaktionen 
reguliert werden.  
 
Bei der Proteinkinase DYRK1A wurde neben der Substratphosphorylierung die 
Autophosphorylierung von Tyrosinresten nachgewiesen (KENTRUP ET AL., 1996). 
Die Identifikation der phosphorylierten Aminosäure und deren Bezug zu 
anderen Sequenzmerkmalen kann dazu beitragen, die Rolle der 
Autophosphorylierung besser zu verstehen. 
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1.6. Substratspezifität 
Während einige Kinasen hoch spezifisch sind und in vivo nur einige wenige 
Substrate erkennen, haben andere ein weiteres Spektrum und phosphorylieren 
viele verschiedene Substrate. Dennoch dürfen auch letztere in der Zelle nur 
ganz spezifisch ihre Substrate phosphorylieren, um eine geregelte 
Signalweiterleitung und -verarbeitung zu gewährleisten. Sind bei einer 
Proteinkinase Proteine bekannt, die in vitro phosphoryliert werden können, so 
können über die Analyse der phosphorylierten Aminosäurereste Hinweise auf 
die für die Kinase typischen Merkmale der Substrate gewonnen werden. Hierbei 
spielen häufig die unmittelbar N- und C-terminal der Phosphorylierungsstelle 
eine entscheidende Rolle (CARMEL & KURET, 1992). Diese wird als 
Erkennungssequenz oder Konsensusmotiv bezeichnet. Letztlich erkennt die  
Proteinkinase ihre Substrate nach einem dreidimensionalen "Schlüssel-
Schloss-Prinzip", bei dem neben primären Sequenzmerkmalen auch sekundäre 
und tertiäre Strukturen zu beachten sind.  
 
Das DYRK1A Gen bzw. dessen Produkt DYRK1A wurden anhand von DNA-
Sequenzen identifiziert, ohne dass etwas über die intrazelluläre und 
biochemische Funktion bekannt war. Um die Funktion einer Proteinkinase zu 
verstehen, ist es unter anderem notwendig zu erfahren, welches Substrat oder 
welche Substrate in der Zelle phosphoryliert werden. In vitro Untersuchungen 
zeigten, dass DYRK1A in der Lage ist spezifisch verschiedene Histonpräparate 
sowie MBP zu phosphorylieren (KENTRUP ET AL., 1996; BECKER, 1997). Derartige 
in vitro Substrate stellen zwar nicht zwangsläufig physiologische Interaktions-
partner dar, können jedoch Aufschlüsse über die Substratspezifität und damit 
Anhaltspunkte über mögliche physiologische Interaktionspartner liefern. Somit 
stellt die Identifikation der Akzeptoraminosäuren in den Substraten von 
DYRK1A einen weiteren Schritt in der Charakterisierung der Kinase dar. 
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1.7. Zielsetzung 
Die vorliegende Arbeit beschäftigt sich mit der weiteren biochemischen 
Charakterisierung der Kinaseaktivität der Proteinkinase DYRK1A, als Prototyp 
der Familie der DYRK-Kinasen und als Kandidatenprotein der mentalen 
Retardierung des Down-Syndroms. Hierbei sollte sowohl die Auto- als auch die 
Substratphosphorylierung näher untersucht und diese schließlich miteinander 
verglichen werden. 
 
Hierfür wurde DYRK1A, die zu Aufreinigungszwecken an GST gekoppelt war, 
rekombinant in E. coli exprimiert. Das Fusionsprotein GST-DYRK1A lässt sich 
hierbei nur als Fragment, das im C-terminalen, extrakatalytischen Abschnitt 
unscharf abgebrochen ist, isolieren (KENTRUP ET AL, 1996). Dahingegen wird die 
Deletionsmutante GST-DYRK1A-∆C, bei der der C-terminale Abschnitt deletiert 
wurde, als Protein definierter Größe gewonnen (BECKER, 1997). Beide Kon-
strukte unterscheiden sich qualitativ weder in der Auto- noch in der 
Substratphosphorylierung (BECKER, 1997). GST-DYRK1A-∆C kann jedoch in 
größerer Ausbeute isoliert werden. Zudem scheint die C-terminale Domäne 
zumindest nach bakterieller Expression hemmenden Einfluss auf die 
enzymatische Aktivität von DYRK1A zu haben, so dass DYRK1A-∆C 
enzymatisch aktiver als DYRK1A ist (BECKER, 1997). Aus diesen Gründen 
wurde in der vorliegenden Arbeit die Deletionsmutante DYRK1A∆C verwendet. 
 
Der erste Teil der Arbeit beschäftigt sich mit der Tyrosin-Autophosphorylierung 
von in E. coli rekombinant exprimierter DYRK1A: 
 
- Identifikation eines autophosphorylierten Tyrosinrestes mittels 
ortsgerichteter Mutagenese 
- Untersuchung des Einflusses dieses Aminosäurerestes auf die in vitro 
Kinaseaktivität von DYRK1A 
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Der zweite Teil der Arbeit beschäftigt sich mit der Phosphorylierung des in vitro 
Substrats Histon H3. Dabei geht es im Wesentlichen um folgende Punkte: 
 
- Charakterisierung von Histon H3 als geeignetes in vitro Substrat der 
Kinase DYRK1A 
- Klonierung der Histon H3 kodierenden DNA sowie bakterielle 
Expression und Aufreinigung von rekombinantem Histon H3 
- Identifikation des in vitro durch DYRK1A phosphorylierten 
Aminosäurerestes in Histon H3 
- Analyse eines von der Phosphorylierungsstelle in Histon H3 
hergeleiteten synthetischen Peptids als Substrat für DYRK1A 
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2.1. Materialien 
2.1.1. Chemikalien 
Sofern nicht anderweitig aufgeführt, wurden die Chemikalien über Merck 
Eurolab (Darmstadt, D), Sigma-Aldrich Chemie (Deisenhofen, D) oder ICN 
Biochemicals (Eschwege, D) bezogen. Im Allgemeinen wurden, falls nicht 
anderweitig beschrieben, Chemikalien der Qualität "pro analysis" verwendet. 
Bei der Durchführung von HPLC, MALDI-TOF-MS und automatisiertem EDMAN- 
Abbau wurden Chemikalien der Qualität "HPLC grade" oder "ultra pure grade" 
verwendet. 
 
 
2.1.2. Puffer und Lösungen 
Sofern nicht anderweitig angegeben wurden alle Puffer und Lösungen in ddH2O 
hergestellt: 
 
10X Annealing-Puffer: 200 mM Tris-HCl [pH 7,4]; 500 mM NaCl; 20 mM MgCl2 
10X Elektroden-Puffer: 0,25 M Tris-HCl [pH 8,0]; 1,92 M Glycin; 1 %(w/v) SDS 
10X Synthese-Puffer: 100 mM Tris-HCl [pH 7,4]; 50 mM MgCl2; 20 mM DTT;10 
mM ATP; 5 mM je von dATP, dTTP, dGTP und dCTP (Amersham 
Biosciences (Freiburg i. Br., D)) 
2X SSB -Puffer (Schägger-Proben-Puffer): 0,2 M Tris-HCl [pH 6,8]; 10 mM 
EDTA; 24 %(w/v) Glycerol; 8 %(w/v) SDS; 0,02 %(w/v) Coomassie G-
250; 4 %(v/v) 2-Mercaptoethanol (vor Gebrauch zusetzen) 
4X LSB -Puffer (Laemmli-Proben-Puffer): 0,25 M Tris-HCl [pH 6,8]; 10 mM 
EDTA; 8 %(w/v) SDS; 40 %(v/v) Glycerol; 0,04 %(w/v) Bromphenolblau; 
6 %(w/v) DTT (vor Gebrauch zusetzen) 
4X Phosphorylierungs-Puffer: 100 mM HEPES; 20 mM MgCl2; 20 mM MnCl2; 2 
mM DTT 
5X PNK-Puffer: 500 mM Tris-HCl [pH 8,0]; 50 mM MgCl2; 25 mM DTT; 2 mM 
ATP 
Anoden-Puffer: 0,2 M Tris-HCl [pH 8,9] 
APS-Lösung: 10 mg APS in 20 µl ddH2O (kurz vor Gebrauch ansetzten) 
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Denaturierungs-Puffer: 7 M Guanidin-HCl [pH 4,5]; 100 mM DTT 
Elutions-Lösung: 15 %(v/v) 1-Propanol; 60 %(v/v) Ameisensäure; 20 %(v/v) 
Acetonitril 
G250-Fixier-Lösung: 20 %(w/v) Trichloressigsäure 
G250-Entfärbe-Lösung I: 10 %(v/v) Eisessig 
G250-Entfärbe-Lösung II: 10 %(w/v) Glycerol in G-250-Entfärbe-Lösung I (frisch 
ansetzen) 
G250-Entfärbe-Lösung III: 20 %(v/v) Ethanol; 10 %(w/v) Glycerol 
G250-Färbe-Lösung: 0,05 %(w/v) Coomassie G250; 0,3 %(v/v) Methanol; 10 
%(v/v) Eisessig; Coomassie G250 zunächst in Methanol lösen; 
Filtration der Gesamtlösung (Faltenfilter 2V; Whatman (Kent, UK))  
GEB-Puffer: 50 mM Tris-HCl [pH 8,0]; 10 mM reduziertes Glutathion 
Gelpuffer: 3 M Tris-HCl [8,45]; 0,3 %(w/v) SDS 
HPLC-Aufnahmepuffer: 3 M Guanidinium-HCl [pH 4,5]; 30 %(v/v) Acetonitril; 0,4 
%(v/v) Trifluoressigsäure 
Kathodenpuffer: 0,1 M Tris-Base; 0,1 M Tricin; 0,1 %(w/v) SDS 
LB-Medium: 10 g/l Peptone; 5 g/l Hefeextrakt (beides von GibcoBRL 
(Eggenstein, D)); 10 g/l NaCl; zusätzlich 100 µg/ml Ampicillin für pGEX-
2TK-, pUC18- und pBS-SK(-)- Konstrukte oder 50 µg/ml Kanamycin für 
pET-28a(+)-Konstrukte; bei E. coli CJ236 zusätzlich 15 µl/ml 
Chloramphenicol 
LB-Agar-Platten: 15g/l Agar in LB-Medium; durch Erwärmen Agar auflösen und 
in Petri-Schalen erkalten lassen; nach Erkalten 100 µg/ml Ampicillin für 
pGEX-2TK-, pUC18- und pBS-SK(-)- Konstrukte oder 50 µg/ml 
Kanamycin für pET-28a(+)-Konstrukte auf der Platte ausstreichen, bei 
E. coli CJ236 zusätzlich 15 µl/ml Chloramphenicol  
Lösung I: 25 mM Tris-HCl [pH 7,5]; 50 mM Glukose; 10 mM EDTA 
Lösung II: 0,2 N NaOH; 1 %(w/v) SDS 
Lösung III: 3M Na-Acetat [pH 4,8] 
Matrix-Lösung: gesättigte Sinapinsäure-Lösung in 33 %(v/v) Acetonitril; 0,1 
%(v/v) Trifluoressigsäure 
Ninhydrin-Spray: 0,1 %(w/v) Ninhydrin in Aceton 
Orange-G-Puffer: 50 %(v/v) Glycerin; 0,25 %(w/v) Orange-G in TAE-Puffer 
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PBS-Puffer: 10 mM Na2HPO4 [pH 7,3]; 1,8 mM KH2PO4; 140 mM NaCl; 3 mM 
KCl 
Phosphoaminosäure-Lösung: 2 µg/µl O-Phospho-L-Serin; 2 µg/µl O-Phospho-L-
Threonin; 2 µg/µl O-Phospho-L-Tyrosin 
Ponceau S-Lösung: 0,25 %(w/v) Ponceau S; 40 %(v/v) Methanol; 15 %(v/v) 
Eisessig 
PK-Puffer: 25 mM Tris-HCl [pH 8,0]; 20 mM CaCl2 
Puffer A: 10 mM Tris-HCl [pH 7,4]; 150 mM NaCl 
Puffer A + Tween: 0,125 %(w/v) Tween in Puffer A 
Puffer B: 150 mM NaCl; 0,2 %(w/v) SDS; 0,5 %(w/v); BSA; 0,5 %(w/v) Triton X-
100 auf pH 7,0 eingestellt 
R250-Entfärbe-Lösung I: 15 %(v/v) Methanol; 7,6 %(v/v) Eisessig 
R250-Entfärbe-Lösung II: 20 %(v/v) Ethanol; 10 %(w/v) Glycerol 
R250-Färbe-Lösung: 0,15 %(w/v) Coomassie R250; 0,7 %(v/v) Methanol; 50 
%(w/v) Trichloressigsäure; Coomassie R250 zunächst in Methanol 
lösen; Filtration der Gesamtlösung (Faltenfilter 2V; Whatman (Kent, 
UK)) 
Salzpuffer: 100 mM Tris-HCl [pH 8,0]; 300 mM NaCl; 1 mM EDTA 
Sammelgelpuffer: 0,5 M Tris-Base; 0,4 %(w/v) SDS 
Silikagel-Laufmittel: 67,2 %(v/v) Ethanol; 32,8 %(v/v) Ammoniak 
STET-Puffer: 8 %(w/v) Sucrose; 5 %(v/v) Triton X-100; 50 mM EDTA; 50 mM 
Tris-HCl [pH 8,0] 
TAE-Puffer: 40 mM Tris-Base; 40 mM Essigsäure; 2 mM EDTA 
TA-Lösung: 33 %(v/v) Acetonitril; 0,1 %(v/v) Trifluoressigsäure 
TBE-Puffer: 0,89 M Tris-Base; 0,89 M Borsäure; 25 mM EDTA; pH 8,0 
TCM-Puffer: 10 mM Tris-HCl [pH 7,5]; 10 mM CaCl2; 10 mM MgCl2 
TE-Puffer: 10mM Tris-HCL [pH 8,0]; 1mM EDTA 
TfBII-Puffer: 10 mM MOPS [pH 7,0]; 75 mM CaCl2; 10 mM RbCl; 15 %(w/v) 
Glycerol 
TfBI-Puffer: 90 mM K-Acetat [pH 5,8]; 100 mM RbCl; 50 mM MnCl2; 10 mM 
CaCl2; 0,5 mM LiCl; 15 %(w/v) Glycerol 
Transferpuffer: 192 mM Glycin; 25 mM Tris Base; 20 %(v/v) Methanol; 0,1 
%(w/v) SDS 
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Trenngelpuffer: 1,5 M Tris-Base; 0,4 %(w/v) SDS 
Wasch-Puffer: 300 mM NaCl; 50 mM Na-Phosphat [pH 7,8] 
Zellulose-Laufmittel: 187,5 mM NH4OH; 62,5 %(v/v) Isobuttersäure 
 
 
2.1.3. Bakterien-Stämme und Bakteriophagen 
DH5α®: Genotyp: F-, φ80lacZ∆M15, ∆(lacZYA-argF)U169, recA1, endA1, 
hsdR17(rk-, mk+), phoA, supE44, thi-1, gyrA96, relA1, λ-; Standard-
Stamm für Klonierungen und DNA-Replikationen; recA(-) und endA(-); 
Invitrogene (Karlsruhe, D). 
CJ236: Genotyp: F' cat(pCJ105; M13sCmr), dut1, ung1, thi-1, relA1, spoT1, 
mcrA; Standard-Stamm für Mutagenesen nach KUNKEL (KUNKEL ET AL., 
1991); dut(-) und ung(-); F' Episom für F-Pili und Chloramphenicol-
Resistenz; Bio-Rad Laboratories (München, D). 
BL21(DE3): Genotyp: F-, ompT, hsdSB, (rB-, mB-), dcm, gal, λ(DE3); Stamm zur 
Expression von durch den T7-Promotor kontrollierten DNA-Sequenzen; 
λ(DE3)-Lysogen; Synthese von T7 RNA Polymerase unter Kontrolle 
des lacUV5-Promotors; Novagen (Madison, USA). 
VCSM13: Einzelsträngiger DNA Helferphage VCSM13; Mutant von Phage M13; 
Kanamycin-Resistenz-Gen Kan; Stratagene (Amsterdam, NE). 
 
 
2.1.4. Vektoren und Konstrukte 
pBS-SK(-):Phagemid pBluescriptSK (-); Klonierungsvektor; Ampicillin-
Resistenz-Gen Ampr; Replikationsstartpunkt und sämtliche cis-
wirksame Verpackungssequenzen des Phagen f1 f1 origin; MBI 
Fermentas (Vilnius, Litauen). 
pUC18: Plasmid pUC18; rasch replizierter Klonierungsvektor; Ampicillin-
Resistenz-Gen Ampr; Amersham Biosciences (Freiburg i. Br., D). 
pGEX-2TK: Plasmid pGEX-2TK; Expressionsvektor zur Synthese von GST-
Fusionsproteinen; Transkription unter Kontrolle des lac-Operators und 
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tac-Promotors; lac-Repressor-Gen lacIq; Ampicillin-Resistenz-Gen 
Ampr; Amersham Biosciences (Freiburg i. Br., D). 
pET-28a(+): Plasmid pET-28a(+); Expressionsvektor zur Synthese von 6XHis-
Fusionsproteinen; Transkription unter Kontrolle des T7 Promotors (T7 
RNA Polymerase); Kanamycin-Resistenz-Gen Kan; Novagen (Madison, 
USA). 
 
Die folgenden Konstrukte standen in unserer Arbeitsgruppe am Institut für 
Pharmakologie und Toxikologie der RWTH Aachen bereits aus früheren 
Untersuchungen zur Verfügung (KENTRUP ET AL., 1996; BECKER, 1997): 
 
pBS-SK(-)-47B(∆5',3'-linker): pBS-SK(-), in den die für DYRK1A kodierende 
cDNA kloniert wurde. 
pBS-SK(-)-DYRK1A-Y147F: pBS-SK(-)-47B(∆5',3'-linker), bei dem das Kodon, 
das für den Tyrosinrest 147 in der N-terminalen Domäne von DYRK1A 
kodiert, gegen ein für ein Phenylalaninrest kodierendes Kodon 
ausgetauscht wurde. 
 pGEX-DYRK1A: pGEX-2TK, in den die für DYRK1A kodierte cDNA kloniert 
wurde, so dass rekombinantes DYRK1A als N-terminal mit GST 
gekoppeltes Fusionsprotein (GST-DYRK1A) in transformierten E. coli  
exprimiert werden kann (Abb. 4). 
pGEX-DYRK1A-Y112F: pGEX-DYRK1A, bei dem das Kodon für den 
Tyrosinrest 112 zu einem Kodon für Phenylalanin mutiert wurde.  
pGEX-DYRK1A∆C: pGEX-DYRK1A, bei dem die für die C-terminale, 
extrakatalytische Domäne von DYRK1A kodierende Sequenz deletiert 
wurde (GST-DYRK1A∆C) (Abb. 4). 
pGEX-DYRK1A∆N∆C: pGEX-DYRK1A, bei dem sowohl die für die N-terminale 
als auch die für die C-terminale Domäne kodierende Sequenz entfernt 
wurde (GST-DYRK1A∆N∆C) (Abb. 4). 
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GST-DYRK1A-∆C
NT KATGST
1 499
KATGST
GST-DYRK1A-∆N∆C
499149
NT KAT CTGST
GST-DYRK1A
1 763
 
Abb. 4: Schematische Darstellung der Deletionskonstrukte von GST-DYRK1A 
Dargestellt sind jeweils die Glutathion-S-Transferase (GST), die katalytische Domäne 
(KAT) und die entsprechenden Anteile der N-terminalen und C-terminalen Abschnitte 
von DYRK1A (NT bzw. CT). Das C-terminale Ende der in E. coli nur unvollständig 
exprimierten GST-DYRK1A  ist durch eine gestrichelte Linie gekennzeichnet. 
 
 
2.1.5. Antikörper 
PY20-mAB: Monoklonaler Antikörper (Maus IgG2b) gegen an KLH gekoppeltes 
Phosphotyrosin; erkennt freies Phosphotyrosin und phosphorylierte 
Tyrosinreste in Polypeptiden; Transduction Laboratories (Lexington, 
USA). 
4G10-mAB: Monoklonaler Antikörper (Maus IgG2bΚ) gegen an KLH gekoppeltes 
Phosphotyramin; erkennt Phosphotyrosin in Proteinen; Upstate 
Biotechnology (Lake Placid, USA). 
Anti-GST-Antiserum: Polyklonales Antiserum (Kaninchen Serum) gegen an 
GST gekoppeltes ARP, das neben GST-ARP weitere GST-
Fusionsproteine erkennt. ARP ist eine Ras-ähnliche GTPase ohne 
Sequenzähnlichkeit zu Proteinkinasen. Dieses wurde mir 
freundlicherweise von Dr. Annette Schürmann (Institut für 
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Pharmakologie und Toxikologie, RWTH Aachen) zur Verfügung gestellt 
(SCHÜRMANN ET AL., 1995).  
 
 
2.1.6. Radiochemikalien 
[γ-32P]ATP: Adenosin-5'-[γ-32P]triphosphat; als Triethylammonium Salz; 
~6000 Ci/mmol; Amersham Biosciences (Freiburg). 
[125I]Protein A: [125I]Protein A ( nach BOLTON & HUNTER, 1972 markiert); in Tris-
EDTA-NaCl-Gelatine-Puffer [pH 9.1]; 100 µCi/ml; 30 mCi/mg; 
Amersham Biosciences (Freiburg i. Br., D). 
 
 
2.1.7. Oligopeptide und -nukleotide 
Die in vitro synthetisierten Oligopeptide wurden über Interactiva Biotechnologies 
(Ulm, D) bezogen (Tab. 1); sämtlich Oligonukleotide über MWG Biotech 
(Ebersberg, D) (Tab.2). Die Sequenzen sind im IUPAC-Code angegeben.  
 
 
Tab. 1: Verwendete Oligopeptide 
 
Bezeichnung Sequenz Bemerkung 
H338-52 PHRYRPGTVALREIR Peptid um Phosphorylierungsstelle in H3 
H338-52Y41F PHRFRPGTVALREIR H338-52 mit Austausch des Tyrosin 41 
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Tab. 2: Verwendete Oligonukleotide 
Von der Originalsequenz abweichende Basen sind fett gedruckt. Verwendete 
Erkennungssequenzen von Restriktionsendonukleasen sind unterstrichen. 
 
Bezeichnung Sequenz (von 5' nach 3') Verwendung 
T7-Promotor TAATACGACTCACTATAGGG Sequenzierung pET-28(-); 
5' IRD 800 markiert 
M13 reverse TCACACAGGAAACAGCTATGACC Sequenzierung pUC18 & 
pBS-SK(-);5' IRD 800 
markiert 
5'pGEX-2TK GGGCTGGCAAGCCACGTTTGGTG Sequenzierung pGEX-2TK; 
5' IRD 800 markiert 
DYRK1AY104F CAAAACATTTAAACATATTAATGA Mutagenese DYRK1A∆C-
Y104F 
DYRK1AY111F TGAGGTTTTCTATGCAAAAAA Mutagenese DYRK1A∆C-
Y111F 
DYRK1AY136F GCGGAAGGTTTTCAACGATGG Mutagenese DYRK1A∆C-
Y136F 
DYRK1AY140F CAACGATGGTTTCGATGACG Mutagenese DYRK1A∆C-
Y140F 
DYRK1AY145F CGATAACTTTGATTACATTG Mutagenese DYRK1A∆C-
Y145F 
H3T32A for CCGGCCGCCGGTGGCGTGAAG Mutagenese rH3-T32A 
H3T32A com CTTCACGCCACCGGCGGCCGG Mutagenese rH3-T32A 
H3T45A for CCGTCCGGGTGCCGTAGCGTTGCG Mutagenese rH3-T45A 
H3T45A com CGCAACGCTACGGCACCCGGACGG Mutagenese rH3-T45A 
H3T58A for CTACCAGAAGTCCGCCGAACTGCTG Mutagenese rH3-T58A 
H3T58A com CAGCAGTTCGGCGGACTTCTGGTAG Mutagenese rH3-T58A 
H3for2 TCATATGACCATGGCCCGTACNAA Klonierung rH3 
H3revXhoI CCCTCTCGAGACGAATGCG Klonierung rH3 
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2.2. Molekularbiologische Standardverfahren 
Mikrobiologische Standardverfahren (DNA-Fällungen, DNA-Extraktionen, 
Präparation RNase freier DNase etc.) wurden, falls nicht anderweitig 
angegeben nach SAMBROOK durchgeführt (SAMBROOK ET AL., 1989). 
 
 
2.2.1. DNA-Spaltung mit Restriktionsendonukleasen 
Für die Spaltung von Doppelstrang-DNA durch Restriktionsverdaue wurden 
folgende Restriktionsendonukleasen verwendet: PaeI (MBI Fermentas 
(St.Leon-Rot, D); NdeI (GibcoBRL (Eggenstein, D)); EcoRI, NcoI, XhoI, KpnI, 
PstI (alle Amersham Biosciences (Freiburg i. Br., D)); SmaI (Roche Applied 
Science (Mannheim, D)). Als Puffersystem wurde das One-Phor-All Buffer 
PLUS System (OPA+, Amersham Biosciences (Freiburg, D)) nach Angaben 
des Herstellers verwendet.  
 
 
2.2.2. DNA-Ligationen 
Doppelsträngige DNA wurden mit T4 DNA-Ligase (MBI Fermentas (St.Leon-
Rot, D)) in dem mitgelieferten Puffer für 8 bis 12 h bei 16 °C nach Angaben des 
Herstellers ligiert. Der Ligationsansatz wurde direkt für die Transformation in E. 
coli DH5α verwendet. 
 
 
2.2.3. Agarosegelelektrophorese von DNA 
DNA-Fragmente wurden in Agarosegelen elektrophoretisch aufgetrennt und 
ggf. isoliert. Verwendet wurden horizontale Gele aus 0,6 bis 1,6 %(w/v) Agarose 
NA (Amersham Biosciences (Freiburg i. Br., D)) und  0,6 µg/ml Ethidiumbromid 
in TAE-Puffer in Agagel Mini oder Maxi Elektrophoreseapparaturen (Biometra 
(Göttingen, D)). Die Proben wurden mit 1/5 vol Orange-G-Puffer versetzt und in 
TAE-Puffer bei 8 V/cm aufgetrennt. Als Größenstandard wurden entsprechende 
Mengen 100 bp oder 1kb DNA Ladder (GibcoBRL (Eggenstein, D)) mit 
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aufgetragen. Die DNA-Banden wurden unter UV-Licht visualisiert und ggf. mit 
Hilfe des Jetsorb® Gel Extraction Kits (Genomed (Bad Oeynhausen, D)) nach 
Angaben des Herstellers aus dem Gel extrahiert.  
 
 
Tab. 3: Richtlinie der verwendeten Agarosegelkonzentrationen 
 
Größe der DNA Agarosekonzentration 
0,15-2,5 kbp 1,6 %(w/v) 
0,4-10 kbp 1,1 %(w/v) 
1-20 kbp 0,6 %(w/v) 
 
 
2.2.4. Phosphorylierung von Oligonukleotiden 
Zur Phosphorylierung von Oligonukleotiden wurden 200 pmol mit 5 U T4 Poly-
nucleotidkinase (Amersham Biosciences (Freiburg i. Br., D)) für 45 min bei 
37 °C in 30µl 1X Kinasepuffer inkubiert. Danach wurde die T4 PNK durch 
10minutiges Erwärmen auf 65 °C inaktiviert und das Ganze nach Zugabe von 
3 µl TE-Puffer bei -25 °C gelagert.  
 
 
2.3. Transformation von E. coli 
Die Anzucht und Inkubationen von E. coli auf LB-Agar-Platten bzw. in LB-
Medium fand in der Regel bei 37 °C statt. Kulturen in LB-Medium wurden 
zudem durch Schütteln bei 200 rpm in Suspension gehalten. Bei 
transformierten E. coli wurde üblicherweise 100 µg/ml Ampicillin für pGEX-2TK-, 
pUC18- und pBS-SK(-)- Konstrukte oder 50 µg/ml Kanamycin für pET-28a(+)-
Konstrukte dem LB-Medium bzw. den LB-Agar-Platten beigefügt. 
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2.3.1. Transformation nach der Hitzeschock-Methode 
Zum Einbringen von Vektoren wurde bei den beiden E. coli-Stämmen DH5α 
und CJ236 die Hitzeschock-Methode nach HANAHAN angewandt (HANAHAN, 
1983). Hierfür wurde den Bakterien zunächst die Kompetenz zur Aufnahme von 
Fremd-DNA übertragen. E. coli Bakterien einer Gefrierkultur wurden auf einer 
LB-Agar-Platte ausgestrichen und über Nacht angezüchtet. Am nächsten Tag 
wurden 2 ml LB-Medium mit einer einzelnen Bakterienkolonie beimpft für ca. 
16 h inkubiert. 800 µl dieser stationären Vorkultur wurden in 150 ml LB-Medium 
in einem 1 l fassendem Erlenmeyerkolben bis zu einer OD600 von 0,2 weiter 
wachsen gelassen. Die Bakterien wurden bei 2.500 gmax und 4 °C für 10 min 
pelletiert, der Überstand dekantiert und vorsichtig in 45 ml TfBI-Puffer 
resuspendiert. Die Suspension wurde für 2 h unter vorsichtigem Schwenken auf 
Eis inkubiert, erneut wie zuvor zentrifugiert und die Zellen in 6 ml TfBII-Puffer 
resuspendiert. Zur Lagerung wurden die kompetenten Zellen in 600 µl Aliquots 
über flüssigen Stickstoff bei -70 °C eingefroren. 
 
Für die Transformation wurden 100 µl der kompetente Zellen mit 1 bis 10 µl 
einer Vektorpräparation oder eines Ligationsansatzes und 50 µl TCM-Puffer für 
30 min auf Eis inkubiert. Nach Erwärmen des Ansatzes für 90 sec auf 42 °C 
wurden 500 µl LB-Medium ohne Antibiotikum hinzugefügt und die Bakterien 
60 min bei 37 °C wachsen gelassen. Die Zellen wurden sedimentiert, auf LB-
Agar-Platten mit dem entsprechenden Antibiotikum ausplattiert und über Nacht 
anwachsen gelassen. 
 
 
2.3.2. Transformation durch Elektroporation 
Um Plasmid-DNA in E.coli BL21(DE3) zu transformieren, wurde die Methode 
der Elektroporation angewandt (DOWER ET AL., 1988). Hierfür wurden 250 ml LB-
Medium mit 4 ml einer Übernachtkultur von E.coli BL21(DE3) bei 37 °C in 
einem 1 l Erlenmeyerkolben bis zu einer OD600 von 0,6 bis 0,8 wachsen 
gelassen. Nach Abkühlen der Zellen auf Eis wurden sie 15 min bei 4.000 gmax 
und 4 °C pelletiert. Der Überstand wurde sorgfältig dekantiert sowie die Zellen 
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in 250 ml eiskaltem ddH2O resuspendiert und erneut wie oben beschrieben 
pelletiert. Das Prozedere wurde nochmals mit 125 ml und 5 ml ddH2O wieder-
holt. Schließlich wurden die pelletierten Zellen in 2,5 ml 10 %(v/v) DMSO 
resuspendiert und bis zur Verwendung in 1 ml Portionen in flüssigem Stickstoff 
aufgewahrt. 
 
Vor der Elektroporation wurden die Zellen unter kaltem Wasser aufgetaut, 
15 min bei 4.000 gmax und 4 °C pelletiert, einmal mit 1 ml eiskaltem ddH2O 
gewaschen und in 750 µl ddH2O aufgenommen. Die DNA aus 3 µl einer 
Plasmidpräparation wurde mit 25 vol Ethanol (ohne Na-Acetat) gefällt, 2 mal mit 
1 ml 90 %(v/v) Ethanol gewaschen und ebenfalls in 10 µl ddH2O aufgenommen. 
Die Elektro-Transformation wurden mit 2 mm x 50 mm Elektroporations-
Küvetten (Equibio (Needham Heights, USA) im Elektroporationssystem Gene-
Pulser® (Bio-Rad Laboratories (München, D)) durchgeführt. 50 µl der E.coli-
Suspension wurden mit 3 µl DNA-Lösung nach 1 min Inkubation auf Eis 4 bis 
5 sec bei einer Feldstärke von 2,5 kV/0,2 cm elektroporiert (Kapazität 2,5 µF, 
Innenwiderstand 200 Ω).  Nach sofortiger Zugabe von 1 ml 0,4 %(w/v)iger 
Glucose in LB-Medium ohne Antibiotikum wurde das Ganze 1 h bei 37 °C in-
kubiert und schließlich auf LB-Agar-Platten mit entsprechendem Antibiotikum 
über Nacht kultiviert. 
 
 
2.4. Isolation von DNA 
2.4.1. Präparation von Vektor-DNA aus E. coli DH5α (Koch-Mini-
Präparationen) 
Die Präparation von Vektor-DNA aus dem endA(-) Stamm DH5α wurde nach 
der Kochmethode durchgeführt (HOLMES ET AL., 1981). Eine mit dem 
entsprechenden Plasmid transformierte Kolonie wurde über Nacht in 1,5 ml LB-
Medium mit Antibiotikum kultiviert. Die Bakterien wurden durch 30 sec 
Zentrifugation (15.000 gmax, RT) pelletiert, in 250 µl STET-Puffer mit 0,6 mg/ml 
Lysozym resuspendiert, 5 min bei Raumtemperatur inkubiert und 50 sec auf 
100 °C erhitzt. Durch 10 min Zentrifugation (15.000 gmax, 4°C) wurde die E. coli-
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DNA pelletiert und mit einer Pipettenspitze entfernt. Die Plasmid-DNA wurde 
nach Zugabe von 250 µl 1-Propanol 15 min bei 15.000 gmax und 4°C gefällt und 
nach Absaugen des Überstandes und großzügigem Trocknen bei Raum-
temperatur in 20 µl TE-Puffer aufgenommen. 
 
 
2.4.2. Präparation von Vektor-DNA aus E. coli BL21(DE3) (alkalische 
Mini-Präparation) 
Vektor-DNA aus endA(+) E.coli BL21(DE3) wurde nach der alkalischen 
Extraktionsmethode gewonnen (BIRNBOIM ET AL., 1979). Eine mit dem 
entsprechenden Plasmid transformierte Kolonie wurde über Nacht in 1,5 ml LB-
Medium mit Antibiotikum kultiviert. Am nächsten Morgen wurden die Bakterien 
durch 30 sec Zentrifugation (15.000 gmax, RT) pelletiert, in 100 µl Lösung I, der 
4 mg/ml Lysozym und 0,1 mg/ml DNase freie RNase A zugesetzt worden 
waren, resuspendiert und 30 min auf Eis inkubiert. Nach Zugabe von 200 µl 
Lösung II und vorsichtigem Vermischen durch Schwenken wurde weitere 5 min 
auf Eis inkubiert und 100 µl Lösung III ebenfalls durch vorsichtiges Schwenken 
zugegeben. Die Suspension wurde weitere 5 min auf Eis gekühlt und 5 min bei 
15.000 gmax und 4 °C zentrifugiert. Der Überstand wurde in ein neues 
Eppendorfgefäß dekantiert und hieraus die DNA mit Phenol/Chloroform 
extrahiert und mit Ethanol gefällt. Schließlich wurde das getrocknete DNA-Pellet 
in 40 µl TE-Puffer aufgenommen. 
 
 
2.4.3. Präparation von einzelsträngiger Vektor-DNA aus E. coli CJ236 
Für die Mutagenese nach KUNKEL wurde Einzelstrang-DNA von in das 
Phagemid pBS-SK(-) klonierten Sequenzen mit Hilfe des Uracil-N-Glycosylase 
und dUTPase defizienten, F-Faktor positiven E. coli-Stamms CJ236 hergestellt 
(KUNKEL ET AL., 1991). 1 ml einer transformierten Übernacht-Kultur wurden in 
50 ml LB-Medium mit Ampicillin und Chloramphenicol bis zu einer OD600 von 
0,3 wachsen gelassen und dann für 1 h mit 50 µl 1011 pfu/ml Helferphage 
VCSM13 (Stratagene) bei 37 °C und 200 rpm inkubiert. Die infizierten Bakterien 
2. Material und Methoden 29
wurden durch Zugabe von 70 µl 50 µg/ml Kanamycin selektiert und weitere 16 h 
bei 37 °C und 200 rpm vermehrt. Aus 30 ml der Kultur wurden durch zwei-
maliges Zentrifugieren für 15 min bei 17.000 gmax und 4°C die freien Phagen im 
Überstand isoliert. Dieser wurde zunächst 30 min mit 150 µg DNase freier 
RNase A (Präparation DNase freier RNase) bei Raumtemperatur und 200 rpm 
inkubiert. Nach Zugabe von 1/4 vol 20 %(w/v)igem PEG-6000 in 3,5 M 
Ammonium-Acetat wurde 30 min auf Eis gefällt. Die Phagen wurden durch 
15 minütiges Zentrifugieren bei 17000 gmax und 4 °C pelletiert und in 300 µl 
Salzpuffer 30 min auf Eis lysiert. Nach 2minutiger Zentrifugation wurde aus dem 
Überstand die DNA 1mal mit Phenol, 1mal mit Phenol/Chloroform und zweimal 
mit Chloroform/Isoamylalkohol extrahiert und mit Ethanol gefällt. Schließlich 
wurde die nun uracilhaltige Einzelstrang-DNA in TE-Puffer aufgenommen und 
bei -25 °C gelagert.  
 
 
2.4.4. Präparation von genomischer DNA 
Genomische DNA wurde aus Thymuszellen einer Ratte isoliert. Hierfür wurden 
0,5 g Thymusgewebe in 700 µl Verdaupuffer und 350 µg Proteinase K in 35 µl 
PK-Puffer für 16 h bei 55 °C unter kräftigem Schütteln (100 rpm) inkubiert. Die 
nicht aufgelösten Bestandteile wurden abzentrifugiert (5 min, 15.000 gmax, RT) 
und 1 ml des Überstands in ein neues Gefäß überführt. Hieraus wurde die DNA 
einmal mit Phenol und dann einmal mit Chloroform/Isoamylalkohol extrahiert 
(nicht vortexen, sondern 5 min von Hand schütteln). 450 µl des Extraktes 
wurden vorsichtig mit 900 µl Ethanol überschichtet und 10 min bei 
Raumtemperatur inkubiert. Die DNA konnte nun mit einem feinen Glasstäble 
aus der Interphase aufgespult, in 70 %(v/v) Ethanol eingeweicht und getrocknet 
werden. Schließlich wurde die genomische DNA mit 300 µl TE-Puffer von dem 
Glasstab gelöst werden. Die gewonnene DNA Konzentration wurde bei 260 nm 
absorptionsphotometrisch (Ultrospec III®, Amersham Pharmacia Biotech 
(Freiburg i. Br., D)) gemessen. 
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2.5.  Amplifikation & Sequenzierung von DNA 
2.5.1. Polymerasekettenreaktion 
DNA-Fragmente wurden mit Hilfe der Polymerasekettenreaktion amplifiziert 
(SAIKI ET AL., 1988). Die PCR wurde mit 50-100 ng Matrizen-DNA, je 50 pmol 
der beiden eingesetzten Oligonukleotide (Primer) und 1 U Taq-DNA-
Polymerase (Roche Applied Science (Mannheim, D)) durchgeführt. Als Puffer 
wurde 1X PCR-Puffer+Mg2+ (Roche Applied Science (Mannheim, D)) mit je 
0,2 mM dATP, dGTP, dTTP und dCTP (Amersham Biosciences (Freiburg i. Br., 
D)) verwendet. Das Gesamtvolumen betrug 50 µl, wobei die Matrizen-DNA in 
10 µl ddH2O für 4 min bei 95 °C vordenaturiert wurde. Nach Starten der 
Reaktion durch Zugabe der Polymerase wurde der Ansatz mit 50 µl Mineralöl 
überschichtet und für insgesamt 40 Temperatur-Zyklen in einem 
programmierbaren Uno-Thermoblock der Firma Biometra (Göttingen, D) 
inkubiert. Ein Zyklus bestand aus 1 min Denaturierung bei 95 °C, 1 min 
Primerbindung bei der im Folgenden angegebenen Bindungstemperatur und 
1 min Polymerisation bei 70 °C.  
 
In den ersten 10 Zyklen wurde die Bindungstemperatur bei 1 °C über der 
Denaturierungstemperatur (Tm) des verwendeten Primers mit der niedrigeren 
Denaturierungstemperatur gewählt. In den folgenden 20 Zyklen wurde die 
Bindungstemperatur um 4 °C und den letzten 10 Zyklen um weitere 4 °C 
gesenkt. Schließlich wurde noch 4 min bei 72 °C inkubiert. Die Denaturierungs-
temperatur (Tm) der verwendeten Primer wurde nach folgender Formel 
berechnet: Tm= 69,3°C + 41°C x (G+C)/(G+C+A+T) - 650°C /(G+C+A+T), wobei 
G, C, A und T für die absolute Anzahl der jeweiligen Base steht.  
 
Nach Ende der PCR wurde das Mineralöl dadurch entfernt, das der 
Reaktionsansatz auf ein Stück Parafilm® pipettiert wurde, der so hydrophob ist, 
dass das Mineralöl adhäriert, während die wässerige Reaktionslösung abperlt. 
Die Flüssigkeit wurde so lange auf dem Parafilm verschoben, bis sie frei von 
Mineralöl war, und in ein neues Eppendorfgefäß überführt. Nun konnte die 
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Lösung in der Agarosegelelektrophorese oder der Phenol/Chloroform-Extraktion 
eingesetzt werden. 
 
 
2.5.2. Sequenzierung von DNA 
Polynukleotidsequenzen wurden nach der Kettenabbruch-Methode mit 
fluoreszenzmarkierten Primern bestimmt (ANSORGE ET AL., 1986). Ein Aliquot 
einer Präparation des zu untersuchenden Plasmids wurde, falls es nach der 
Koch-Methode gewonnen worden war, mit 2-5 µg DNase freier RNase A pro µl 
Plasmidpräparation für 30 min bei 37 °C inkubiert, und die DNA mit Phenol/ 
Chloroform extrahiert, mit Ethanol gefällt und in TE-Puffer aufgenommen. 
Präparationen nach der Alkali-Methode wurden direkt eingesetzt, da hier bereits 
während der Aufbereitung die RNA beseitigt wurde.  
 
Die Sequenzierungsreaktion wurde mit Hilfe des Thermo Sequenase™ Primer 
Cycle Sequencing Kits (Amersham Biosciences (Freiburg i. Br., D) durch-
geführt. Je Sequenzreaktion wurden 250-500 ng DNA, 0,36-0,5 pmol Primer 
(siehe 2.1.7.), 0,24 µl DMSO und 2 µl eines der vier Terminationsmixe des Kits, 
der neben dem entsprechenden 2´,3´-Didesoxyribonukleosidtriphosphat auch 
die DNA-Polymerase (Thermo Sequenase™) enthielt, in einem Volumen von 
8 µl eingesetzt. Die Synthese erfolgte in einem TouchDown Sub Ambient 0.2ml 
Thermoblock (Thermo Electron (Dreieich, D)). Nach 2 min Vordenaturieren bei 
94 °C wurde für 30 Zyklen mit 15 sec bei 94 °C, 15 sec bei der vom Hersteller 
der Primer angegebenen Bindungstemperatur und 30 sec bei 70 °C inkubiert. 
Schließlich wurden noch 15 sec bei 70 °C inkubiert und die Reaktion mit 4 µl 
Stopp-Lösung (Stop/Gel Loading Buffer, Epicentre Technologies (Madison, 
USA)) beendet. Die 0,25 mm dicken und 41 cm langen 5 %T, 5 %C 
Polyacrylamid-Harnstoffgele wurden eine Tag vor Gebrauch gegossen (Tab. 4) 
und über Nacht in feuchten Tüchern auspolymerisiert. Die elektrophoretische 
Auftrennung und fluoreszenzaktivierte Detektion von 1 µl der Syntheseprodukte 
erfolgte in einem automatischen dna analyzer 4000 (Li-Cor (Lincoln, USA)) bei 
maximal 1500 V, 35 mA und 31,5 W. Als Elektrophoresepuffer wurde 1X TBE-
Puffer verwendet. 
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Tab. 4: Zusammensetzung der Sequenzgele 
 
Substanz Menge 
Harnstoff 27 g 
ddH2O 18,5 ml 
40 %T, 5 %C Acrylamid/Bisacrylamid (Amresco (Solon, USA)) 6,3 ml 
Amberlite® Ionenaustauscher-Harz (Serva (Heidelberg, D)) 10 g 
Filtration durch Faltenfilter 2V (Whatman (Kent, UK)) 1 mal 
je 10 ml Filtrat :  
10X TBE-Puffer 1,176 ml 
1 %(w/v) APS 0,588 ml 
TEMED 6,3 µl 
 
 
2.6. Klonierungs- & Mutagenesestrategien 
2.6.1. Mutagenese zu DYRK1A-∆C-Punktmutanten 
Sieben Tyrosinreste in der N-terminalen Domäne von DYRK1A-∆C (Tyr-104, 
Tyr-111, Tyr-112, Tyr-136, Tyr-140, Tyr-145, Tyr-147) wurden zu nicht 
phosphorylierbaren Phenylalaninresten mutiert. 
 
Für die Konstruktion der Mutanten pGEX-DYRK1A-∆C-Y112F bzw. -Y147F 
wurde das mutierte Fragment aus den bereits vorhandenen Konstrukten pGEX-
DYRK1A-Y112F bzw. pBS-SK(-)-DYRK1A-Y147F (siehe 2.1.3.) mit den 
Restriktionsendonukleasen PaeI und NdeI geschnitten und in das 
entsprechende Fragment von pGEX-DYRK1A∆C ligiert. 
 
Die Tyrosinreste Tyr-104, Tyr-111, Tyr-136, Tyr-140 und Tyr-145 wurden nach 
der Methode von KUNKEL mutiert (KUNKEL ET AL., 1991). Ca. 0,3 pmol 
Einzelstrang-DNA von pBS-SK(-)-47B (∆5', 3'-linker) (siehe 2.4.3.) wurden mit 
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6 pmol phosphoryliertem Mutageneseprimer (siehe 2.1.7.) in 10 µl 1X 
Annealing-Puffer 1 min bei 70 °C inkubiert. Zum Binden der Primer wurde die 
Temperatur jede Minute um 1 °C bis auf 30 °C gesenkt. Der komplementäre 
uracilfreie DNA-Strang wurde durch Zugabe von 1µl 10X Synthesepuffer, 1µl 
1 U/µl T4 DNA Ligase und 1µl 0,5 U/µl T4 DNA Polymerase (Amersham 
Biosciences (Freiburg i. Br., D)) und Inkubation für 5 min auf Eis, 5 min bei 
25 °C und 90 min bei 37 °C synthetisiert. Das resultierende Hybrid aus nicht 
mutiertem uracilhaltigem und mutiertem uracilfreien DNA-Strang wurde in 
E. coli DH5a transformiert, in dem der uracilhaltige Strang mit Hilfe des 
mutierten DNA-Strangs als Matrize durch einen uracilfreien Strang ersetzt 
wurde. 
  
Das mutierte pBS-SK(-)-Konstrukt wurde mittels Koch-Mini-Präparation 
vermehrt  und das mutierte Fragment wurde mit Hilfe der Restriktionsendo-
nukleasen PaeI und NdeI ausgeschnitten. Nach Isolation über eine Agarosegel-
elektrophorese wurde es mit dem entsprechenden nicht mutierten Fragment 
von pGEX-DYRK1A-∆C ausgetauscht. 
 
Alle Konstrukte wurden durch DNA-Sequenzierung kontrolliert (siehe 2.5.2.). 
 
 
2.6.2. Klonierung von Histon H3 
Da die prä-mRNA von Histon H3 keine Intron-Sequenzen enthält, konnte die für 
Histon H3 kodierende Sequenz direkt aus genomischer DNA kloniert werden 
(MARZLUFF & GRAVES, 1984). Diese wurde aus genomischer DNA einer Ratte 
(siehe 2.4.4.) mittels PCR (siehe 2.5.1.) unter Verwendung der beiden Primer 
H3for2 und H3revXhoI (siehe 2.1.7.) amplifiziert. Während der Primer H3for2 
eine endogene Erkennungssequenz für die Restriktionsendonuklease NcoI 
enthält, fügte der Primer H3revXhoI eine neue Schnittstelle für XhoI ein.  
 
Das PCR Produkt wurde über ein Agarosegel isoliert, mit Hilfe des SureClone® 
Ligation Kits (Amersham Biosciences (Freiburg i. Br., D)) in die SmaI 
Schnittstelle des Klonierungsvektors pUC18 kloniert (pUC18-H3) und in E.coli 
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DH5α amplifiziert. Aus einer Plasmid-Präparation wurde die Sequenz mit den 
Restriktionsenzymen NcoI und XhoI an den oben angegebenen Schnittstellen 
ausgeschnitten, über ein Agarosegel isoliert und in das Plasmid pET-28a(+), 
das zuvor mit NcoI, EcoRI und XhoI verdaut und mit Phenol/Chloroform 
extrahiert worden war, ligiert (pET-28a(+)-H3). Die in pET-28a(+) enthaltenen 
Codons für den 6xHis-Tag wurden somit 5' an die für Histon H3 kodierende 
Sequenz fusioniert, so dass Histon H3 als C-terminal an 6xHis gekoppeltes 
Protein exprimiert werden konnte. Das Konstrukt wurde in E.coli BL21(DE3) 
amplifiziert und mittels DNA-Sequenzierung kontrolliert (siehe 2.5.2.). 
 
 
2.6.3. Mutagenese zu Histon H3-Punktmutanten 
Aufgrund vorheriger Ergebnisse wurden drei der für Threoninreste kodierenden 
Codons in Histon H3 (Thr-32, Thr-45, Thr-58) durch gezielte PCR-Mutagenese 
(HO ET AL., 1989) jeweils gegen ein Alanincodon mutiert. Die Bezeichnungen 
der Aminosäureposition bezieht sich auf die Entfernung zum N-terminalen 
Alaninrest (Position 1), da der ursprünglich das N-terminale Ende bildende 
Methioninrest in den exprimierenden E. coli vollständig entfernt wird. Als innere 
Primer wurden die entsprechenden Mutageneseprimer (siehe 1.2.7.), als 
äußere die beiden Primer, die auch zur Klonierung von Histon H3 (siehe 2.6.2.), 
eingesetzt. Als Matrize diente das bei der Klonierung von Histon H3 konstruierte 
Plasmid pUC18-H3. 
 
In je zwei ersten PCR (siehe 2.5.1.) wurden mit dem jeweiligen mutagenen 
Vorwärtsprimer und dem Primer H3revXhoI bzw. mit dem jeweiligen mutagenen 
Rückwärtsprimer und dem Primer H3for2 zwei mutierte Fragmente der für 
Histon H3 kodierenden Sequenz amplifiziert. Die Fragmente wurden über ein 
Agarosegel isoliert. Da die beiden jeweiligen Mutageneseprimer komplementär 
sind, hatten die beiden entstandenen Fragmente zueinander komplementäre 
Enden und konnten somit in einer weiteren Reaktion miteinander gekoppelt 
werden. Hierfür wurden die beiden Fragmente 5 Zyklen mit 1 min bei 94 °C, 
1 min bei 50 °C und 1 min bei 72 °C in einer PCR ohne Primer eingesetzt. Das 
nun vollständige, mutierte Segment wurde nun nach Zugabe von je 50 pmol der 
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beiden äußeren Primer H3for2 und H3revXhoI  und Inkubation in weitere 20 
Temperaturzyklen amplifiziert. Die DNA wurde mit Phenol/Chloroform aus dem 
Reaktionsansatz extrahiert, mit Ethanol gefällt und mit den beiden 
Restriktionsenzymen NcoI und PstI geschnitten. Gleichzeitig wurden Aliquots 
von Präparationen des Plasmidkonstruktes pET-28a(+)-H3 (siehe 2.6.2.) mit 
den gleichen Restriktionsenzymen geschnitten. Das die Mutation enthaltende 
Fragmente der PCR und der geschnittene Vektor wurden über ein Agarosegel 
isoliert und miteinander ligiert. Die Ligationsansätze wurden direkt zur 
Transformation von E. coli BL21(DE3) eingesetzt und alle Sequenzen durch 
DNA-Sequenzierung kontrolliert (siehe 2.5.2.). 
 
 
2.7. Herstellung rekombinanter Proteine 
2.7.1. Expression und Aufreinigung von GST-Fusionsproteinen 
Die verschiedenen in pGEX-2TK ligierten DYRK1A Konstrukte wurden als GST- 
Fusionsproteine in E. coli DH5α exprimiert und aufgereinigt (KENTRUP ET AL., 
1996). 
  
Eine mit dem entsprechenden Vektorkonstrukt transformierte Kolonie wurde 
über Nacht in 5 ml LB-Medium mit Ampicillin angezogen. Diese Vorkultur wurde 
am nächsten Morgen in 200 ml LB-Medium mit Ampicillin in einem 1 l 
fassenden Erlenmeyer- Kolben bis zu einer OD600 von 0,6 bis 1,0 weiter 
wachsen gelassen. Die Expression für 2 h bei 37 °C und 200 rpm wurde mit 
200 µl 100 mM IPTG induziert. Danach wurden die Zellen bei 7.500 gmax für 
10 min bei 4 °C geerntet, der Überstand verworfen und das Zellpellet bei -70 °C 
eingefroren. 
 
Zur Aufreinigung wurden das Pellet in 9 ml PBS-Puffer mit 175 µg/ml PMSF und 
0,1 mg/ml Lysozym aufgetaut und resuspendiert. Die Zellen wurden 3mal  für 
20 sec in einem cup horn Ultraschaller (Sonifier® 450, Branson Ultrasonics 
(Carouge/Geneva, CH)) bei maximaler Leistung auf Eis beschallt und nach 
Zugabe von 450 µl 20 %(v/v) Triton X-100 in PBS-Puffer für 15 min unter 
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kräftigem Schütteln auf Eis inkubiert. Das Zelllysat wurde für 10 min bei 
12.000 gmax  und 4 °C zentrifugiert und der Überstand zu 200 µl 50 %(v/v)iger 
Glutathion-Sepharose 4B (Amersham Biosciences (Freiburg i. Br., D)) in PBS-
Puffer gegeben. Die Bindung der GST- Fusionsproteine an die Glutathion-
Sepharose fand für 2 h unter kräftigem Schütteln bei 4 °C statt. Die Matrix 
wurde durch 4minütige Zentrifugation bei 500 gmax und 4 °C pelletiert und vier-
mal mit 1 ml eiskalten PBS-Puffer gewaschen. Die gebundenen Proteine 
wurden zweimal mit 100 µl GEB-Puffer für 15 min unter kräftigem Schütteln auf 
Eis eluiert. Das Eluat wurde mit 40 µl 60 %(w/v) Glycerin versetzt, über 
flüssigen Stickstoff gefroren und bei -70 °C aufbewahrt. Für den Gebrauch 
wurde die Kinase unter kaltem Wasser aufgetaut und auf Eis gelagert. Der Rest 
wurde wieder über flüssigen Stickstoff gefroren und bei -70 °C verwahrt. Die 
pelletierte Matrix wurde mit 150 µl ddH2O und 50 µl 4X LSB-Puffer für 7 min auf 
95 °C erhitzt, um die noch gebundenen Proteine zu eluieren, und ebenfalls bei 
-70 °C gelagert. 
 
 
2.7.2. Expression und Aufreinigung von rekombinantem Histon H3 (rH3) 
Um möglichst reines Histon H3 in größeren Mengen herstellen zu können, 
wurde es in transformierten E. coli BL21(DE3) exprimiert. Hierbei fiel das 
rekombinante Protein regelmäßig in Form sogenannter Einschlusskörperchen 
("Inclusion Bodies") aus. Bei Einschlusskörperchen handelt es sich um 
unlösliche Aggregate denaturierter Proteine, die während der Expression 
rekombinanter Proteine in E. coli entstehen können und die das rekombinante 
Protein enthalten (RUDOLPH & LILIE, 1996). Somit konnte das rekombinante 
Histon H3 nicht nach den Standardmethoden aufgereinigt werden. Vielmehr 
musste zunächst ein Weg gefunden werden, das rekombinante Histon H3 in 
Lösung zu bringen, um es dann in Lösung renaturieren zu können. Hierfür 
wurde die folgende Methode neu entwickelt. 
 
20 ml LB-Medium mit Kanamycin in einem 100 ml Erlenmeyer-Kolben wurden 
mit 1 ml einer frischen Übernachtkultur von mit einem pET-28a(+)-H3-Konstrukt 
transformierten E. coli BL21(DE3) beimpft. Die Bakterien wurden ca. 1,5 h bis 
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zu einer OD600 von 0,9 bei 37 °C unter kräftigem Schütteln angezogen und die 
Expression durch Zugabe von IPTG mit einer Endkonzentration von 0,1 mM 
induziert. Die Expression erfolgte für weitere 2 h bei 37 °C. Nach 10 min 
Abkühlen auf Eis wurden die Zellen für 15 min bei 3.000 gmax und 4 °C pelletiert 
und bei -70 °C eingefroren. Die Lyse erfolgte in 3 ml eiskaltem Waschpuffer mit 
0,5 mg Lysozym für 5 min unter kräftigem Schütteln auf Eis und durch 4malige 
Beschallung für 20 sec in einem cup horn Ultraschaller (Sonifier® 450, Branson 
Ultrasonics (Carouge/Geneva, CH)) bei maximaler Leistung auf Eis. Nach 
Zugabe von 300 µl 20 %(v/v) Triton X-100 in PBS-Puffer wurde die Suspension 
weitere 15 min auf Eis geschüttelt. Die unlöslichen Bestandteile einschließlich 
der Einschlusskörperchen wurden durch Zentrifugation (10 min, 12.000 gmax, 
4 °C) pelletiert und der Überstand verworfen. Das Pellet wurde mit Hilfe von 
kurzer Beschallung (10-15 sec, auf Eis) in 3 ml Waschpuffer resuspendiert. 
DNA und RNA wurden sodann durch Zugabe von je 50 µg DNase I und RNase 
A in 300 µl 20 %(v/v) Triton X-100 in PBS-Puffer für 30 min bei 37 °C unter 
kräftigem Schütteln hydrolysiert. Das unlösliche Material wurde 5 min bei 
28.000 gmax und 4 °C abzentrifugiert, in 3 ml Waschpuffer resuspendiert und 
erneut wie zuvor abzentrifugiert. Das Pellet, das die Einschlusskörperchen 
enthielt, wurde in 2 ml frisch hergestelltem Guanidinhydrochlorid-haltigem 
Denaturierungspuffer durch kurzes Beschallen resuspendiert und durch 2 h 
Inkubation in einem Überkopfrotator bei 4 °C und 40 rpm solubilisiert. Die 
vollständige Lösung wurde dadurch bestätigt, dass nach 10 min Zentrifugation 
bei 28.000 gmax und 4 °C kein Pellet mehr sichtbar wurde. Die Renaturierung 
erfolgte in Anlehnung an die von BÖHM und Mitarbeitern entwickelte Methode 
zur Isolation von nativen Histon-Fraktionen aus Kälber-Thymus (BÖHM ET AL., 
1973). Der Denaturierungspuffer wurde mittels Gelfiltration durch eine 
Sephadex G-25 Entsalzungssäule (NAP column, Amersham Biosciences 
(Freiburg i. Br., D)), die mit 20 mM HCl äquilibriert worden war, mit 20 mM HCl 
als Laufmittel ausgetauscht. Nur die ersten 80 % des vom Hersteller der Säulen 
empfohlenen Eluatvolumens wurden für die weitere Präparation verwendet, bei 
-70 °C eingefroren und für 12 h bei 0,04 mbar lyophilisiert. Die Probe wurde in 
400 µl ddH2O aufgenommen und für 15 min bei 28.000 gmax und 4 °C 
zentrifugiert, um das ungelöste Material zu entfernen (ungefähr 1/3 der 
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Gesamtproteinmenge). Das gelöste rH3 im Überstand wurde für die weiteren 
Versuche verwendet oder nach erneuter Lyophilisierung aufbewahrt. Dieses 
Relyophilisat war in ddH2O vollständig löslich. Die gewonnene Menge Histon 
wurde mit einer analytischen Waage (AC 120 S, Satorius (Göttingen, D)) und 
kolorimetrisch nach der Methode von BRADFORD ermittelt (BRADFORD, 1976). Die 
Reinheit der Präparationen wurde durch Gelscanning bestimmt. 
 
 
2.8. Enzymatische Reaktionen 
2.8.1. Phosphorylierung von Proteinen 
Die Phosphorylierung von Substraten durch DYRK1A erfolgte wie beschrieben 
(KENTRUP ET AL., 1996). Kinase und Substrat (für die Substratphosphorylierung) 
bzw. nur die Kinase (für die Autophosphorylierung) wurden in 1X Phos-
phorylierungspuffer mit 100 bis 500 µM  [γ-32P]ATP (100 bis 200 µCi/ml) bei 
30 °C inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe der Kinase gestartet. Sollte 
der Reaktionsansatz später elektrophoretisch aufgetrennt werden, so wurde die 
Phosphorylierung mit 1/3 vol auf 95 °C vorgewärmtem Laemmli-Proben-Puffer 
gestoppt. Für präparative Zwecke (Massenspektrometrie, proteolytische 
Spaltung) wurde die Reaktion nach 2 h auf eine Sephadex G-25 
Entsalzungssäule (NAP column, Amersham Biosciences (Freiburg i. Br., D)) 
aufgetragen und mit 20 mM HCl eluiert. Die Proteinkonzentration wurde nach 
BRADFORD bestimmt (BRADFORD, 1976) und das Eluat für die weitere 
Verwendung lyophilisiert. 
 
 
2.8.2. Kinetische Analysen 
Für die kinetische Beschreibung der Phosphorylierung verschiedener Substrate 
durch DYRK1A∆C wurden die Km- und kcat -Werte der Reaktion bestimmt. 
Hierfür wurden 20 pmol/ml GST-Dyrk1A∆C mit unterschiedlichen 
Konzentrationen des jeweiligen Substrats für 8 min bei 30 °C in 1X Phos-
phorylierungs-Puffer mit 200 µM ATP und 100-150 µCi/ml [γ-32P]ATP inkubiert. 
Die Konzentrationen der Substrate wurden anhand der in einem Vorversuch 
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abgeschätzten Km-Werte gewählt (CLELAND, 1967). Für die Vorabschätzung des 
Km-Wertes wurden je eine Reaktion mit hoher [S]1 und eine mit niedriger [S]2 
Substratkonzentration wie oben beschrieben durchgeführt und Aliquots nach 2, 
4, 8 und 16 min Reaktionszeit gestoppt. Anhand der eingesetzten Substrat-
konzentrationen [S]1 und [S]2 und der durch Interpolation der Messergebnisse 
ermittelten Reaktionsgeschwindigkeiten v1 und v2 konnte der Km-Wert nach der 
Formel Km=(v1 - v2) / (v1/[S]1 - v2/[S]2) errechnet werden. Die im Hauptversuch 
eingesetzten Konzentrationen wurden beim 1/4-, 1/2-, 1-, 2- und 5-fachen und 
beim Substrat MBP zusätzlich beim 25-fachen des vorab geschätzten Km-
Wertes gewählt.  
 
Die auf das Substrat übertragene Menge an 32Phosphor wurde dadurch 
bestimmt, dass nach 8 min 3 mal ein 10 µl Aliquot der Reaktion je auf ein Stück 
Phosphocellulose-Papier P-81 (Whatman (Kent, UK)) aufgebracht wurde, die 
Papierstückchen gründlich mit 5 %(v/v) ortho-Phosphorsäure gewaschen 
wurden (10 mal für 5 min in 250 ml) und schließlich mit 4 ml Ready™ Protein 
Szintillations-Cocktail in einem LS 6000 SC Szintillationszählers (beides 
Beckman Coulter (Krefeld, D)) im 32P-Kanal ausgezählt wurden (WITT ET AL., 
1975). Anhand der gemessenen und der in der Reaktion eingesetzten 
Radioaktivität wurde die molekulare Menge an auf die Substrate übertragenem 
Phosphat berechnet. Um sicher zu gehen, dass sich die Reaktion noch im 
linearen Bereich befand, wurde außerdem ein 10 µl Aliquot der Reaktion nach 
4 min Reaktionszeit gestoppt. Als Hintergrund wurde 32P, das in Ansätzen ohne 
Substrat an das P-81 Papier gebunden wurde, abgezogen.  
 
K m- und kcat -Werte wurden durch Einsetzen der Messergebnisse in die 
MICHAELIS-MENTEN-Gleichung mit Hilfe der GraphPad Prism 1.03 Software 
(GraphPad Software (Diego, USA)) nach der "Methode der kleinsten Quadrate" 
berechnet. Die eingesetzte Menge an intaktem GST-Dyrk1A-∆C (86 kDa 
Bande) wurde mittels computergestützter Analyse von 8% Gelen nach SDS-
PAGE eines Aliquots der eingesetzten Kinasepräparationen bestimmt. Jedes 
Substrat wurde mit zwei unabhängigen Kinasepräparationen getestet.  
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Für die Beobachtung des Zeitverlaufes der Phosphorylierung verschiedener 
Substrate  wurde der oben beschriebene Assay mit einer Substratkonzentration 
von 100 µM durchgeführt und Aliquots der Reaktion nach 0, 0,5, 1, 2, 4, 8, 16, 
32 und 64 min gestoppt. 
 
 
2.8.3. Dephosphorylierung von GST-DYRK1A-∆C 
GST-DYRK1A-∆C wurde aus E. coli bereits teilweise phosphoryliert aufgereinigt 
(BECKER, 1997). Um die Phosphorylgruppen zu entfernen, wurde GST-
DYRK1A-∆C mit der alkalischen Phosphatase aus Kalbsdarm (CIP, Amersham 
Biosciences (Freiburg i. Br., D)), die unspezifisch Phosphatester hydrolytisch 
spaltet, behandelt. Hierfür wurden Aliquots einer GST-DYRK1A-∆C Präparation 
mit unterschiedlichen Konzentrationen der Phosphatase bei 37 °C in 30 mM 
Tris-HCl [pH 9] inkubiert. Die Reaktion wurde nach 4 h durch Zugabe von 4X 
LSB-Puffer und Erwärmen auf 95 °C für 5 min gestoppt und die Proben mittels 
SDS-PAGE aufgetrennt. 
 
 
2.8.4. Proteolyse mit Endoproteinase Glu-C / V8-Protease 
Für die proteolytische Spaltung von phosphoryliertem rH3 wurde es in einer 
Konzentration von 1 µg/µl mit 0,02 µg/µl Endoproteinase Glu-C / V8-Protease 
(Roche Applied Science (Mannheim, D)) in 25 mM Ammonium-
hydrogencarbonat [pH 7,8] bei 25 °C inkubiert. Für die elektrophoretische 
Analyse wurden 600 µg rH3 eingesetzt, wovon nach den angegebenen Zeiten 
20 µg Aliquots abgenommen wurden. Diese wurden zu 10 µl auf 95 °C 
vorgewärmtem 2X SSB -Puffer gegeben und nach 5 min Erhitzen auf 95 °C bis 
zur Auftrennung in flüssigem Stickstoff eingefroren. Für die Auftrennung in der 
RP-HPLC und die nachfolgende Proteinsequenzierung  wurde die oben 
beschriebene Spaltungsreaktion mit 190 µg rH3 nach 20 h Verdau direkt auf die 
Säule aufgetragen und chromatographisch aufgetrennt. 
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2.9. Elektrophoretische Auftrennungsverfahren 
2.9.1. Diskontinuierliche Glycin-SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese 
Die elektrophoretische Auftrennung von Proteinen wurde in denaturierenden, 
diskontinuierlichen Glycin-SDS-Polyacrylamid Gelen durchgeführt (LAEMMLI, 
1970). Im Folgenden sind die Acrylamid- und Bisacrylamidkonzentration in %T 
und %C angegeben (HJERTEN, 1962). %T bezeichnet die %(w/v) beider 
Monomere zusammen (Acrylamid + Bisacrylamid), %C bezeichnet die %(w/w) 
von Bisacrylamid zu beiden Monomeren (Bisacrylamid : (Acrylamid + 
Bisacrylamid)). Die Konzentration der Trennschicht lag bei 8 bis 16 %T, 2,6 %C 
Acrylamid-Bisacrylamid in 0,26X Trenngelpuffer, die der 1 cm langen 
Sammelschicht bei 3,9 %T, 2,6 %C Acrylamid-Bisacrylamid in 0,26X 
Sammelgelpuffer. Die Polymerisation wurde durch Zugabe von 1/500 vol APS-
Lösung und 1/1000 vol TEMED gestartet. Verwendet wurden vertikale Gele mit 
einer Gesamtgröße von 0,1 cm x 8,5 cm x 6,5 cm (Dicke x Breite x Länge) im 
Minigel-Twin® System (Biometra (Göttingen, D)). Der Elektrodenpuffer ist oben 
angegeben (siehe 2.1.2.). Die zu analysierenden Proben wurden mit 1/3 vol 4X 
LSB-Puffer versetzt und 7 min bei 95 °C vordenaturiert. Als molekularer 
Größenstandard wurden 10 µg SDS-6H® (29 kDa - 205 kDa) (Sigma-Aldrich 
Chemie (Deisenhofen, D)) zusammen mit 1 µg Lysozym (14kDa) aufgetragen. 
Die Elektrophorese erfolgte bei 10 mA pro Gel, bis die Front der Probe das 
Trenngel erreicht hatte, danach wurde die Stromstärke auf 20 mA erhöht, bis 
die Front gerade aus dem Gel heraus gelaufen war. Die Gele wurden mit 
Coomassie R-250 gefärbt oder auf eine PVDF-Membran geblottet. 
 
 
2.9.2. Diskontinuierliche Tricin-SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese 
Die elektrophoretische Auftrennung von Peptiden wurde in denaturierenden, 
diskontinuierlichen Tricin-SDS-Polyacrylamid Gelen durchgeführt (SCHÄGGER & 
VON JAGOW, 1987). Hierfür wurden 0,1 x 17 x 18 cm3 (Dicke x Breite x Höhe ) 
große Gele im vertikalen Maxigel-Twin® System (Biometra (Göttingen, D)) 
verwendet. Diese setzten sich aus einer 15 cm langen Trennschicht (16,5 %T, 
6 %C Acrylamid-Bisacrylamid in 1/3X Gelpuffer), darüber einer 2 cm 
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Zwischenschicht (10 %T, 3 %C Acrylamid-Bisacrylamid in 1/3X Gelpuffer) und 
darüber einer 1 cm Sammelschicht ( 4 %T, 3%C Acrylamid-Bisacrylamid in 
1/4X Gelpuffer) zusammen. Für die einzelnen Schichten wurde die Lösung 
zunächst durch einen 0,8 µm Filter gedrückt, 10 min unter Kühlung mit 
Ultraschall entgast und 10 min bei 4°C gekühlt. Die Polymerisation wurde durch 
1/1500 vol APS-Lösung und 1/3000 vol TEMED gestartet, wobei jede Schicht 
für sich 60 min bei RT auspolymerisiert wurde. Den zu analysierenden Proben 
wurde 1 vol 2X SSB-Puffer zugesetzt und das Ganze 25 min auf 56 °C erhitzt, 
wieder auf Raumtemperatur abgekühlt und kurz abzentrifugiert (20 sec, 
15.000 gmax). Als molekularer Größenstandart wurden 3,2 µg Polypeptid SDS-
PAGE Molekulargewicht Standard (Bio-Rad Laboratories (München, D)) mit 
aufgetragen. Als Elektrophoresepuffer wurde Kathodenpuffer und Anodenpuffer 
verwendet(siehe 2.1.2.). Die Elektrophorese erfolgte unter Wasserkühlung für 
ca. 1 h bei 30 V (11 mA), bis die Front der Probe das Trenngel erreicht hatte. 
Danach wurde die Stromstärke auf 40 mA (Umax  = 330 V) eingestellt, bis die 
Front gerade aus dem Gel heraus gelaufen war (ca. nach 14-16 h).  
 
Zur elektrophoretischen Auftrennung der Eluatfraktionen nach einer RP-HPLC 
wurden kleinere Gele ( 1 mm Dicke, 6,5 cm Länge x 8,5 cm Breite) bestehend 
aus einem 5,5 cm langem 16,5 %T, 6 %C Trenngel und einem 1 cm langem 
4 %T, 3 %C Sammelgel ohne Zwischengel im vertikalen Minigel-Twin® System 
(Biometra (Göttingen, D)) verwendet. Die Proben und Gele wurden genauso 
präpariert wie zuvor beschrieben. Die Elektrophorese erfolgte für ca. 30 min bei 
15 V (10 mA), bis die Front der Probe das Trenngel erreicht hatte, danach 
wurde die Stromstärke auf 20 mA (Umax  = 50 V) eingestellt. 
   
Nach Beendigung der Elektrophorese wurden die Gele für 45 min in eiskalter 
20 %(w/v) Trichloressigsäure auf Eis fixiert, mit Coomassie G-250  gefärbt und 
zwischen Zellophan getrocknet (Färbung von Tricin-SDS-Polyacrylamid Gelen). 
Die Radioaktivität wurde autoradiographisch dargestellt. 
 
Für die spätere Gelelution (Elution von Polypeptiden nach Tricin-SDS-PAGE) 
radioaktiver Banden wurden die Gele nur fixiert. 
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2.9.3. Färben von Glycin-SDS-Polyacrylamid Gelen 
Um Proteine nach einer SDS-PAGE sichtbar zu machen, wurden sie mit 
Coomassie Brilliant Blau R250 gefärbt. Hierfür wurden die Gele unter leichtem 
Schwenken für 5 min in R250-Färbe-Lösung gefärbt und danach 
überschüssiger Farbestoff mit mehrfach gewechselter R250-Entfärbelösung I 
entfernt. Vor dem Trocknen zwischen zwei Zellophanpapieren wurden die Gele 
15 min in R250-Entfärbe-Lösung II äquilibriert. Radioaktiv markierte Banden 
wurden autoradiographisch exponiert sowie ggf. mit einem Skalpell 
ausgeschnitten und mit Hilfe eines Szintillationszählers ausgezählt. 
 
 
2.9.4. Färben von Tricin-SDS-Polyacrylamid Gelen  
Um Proteinfragmente und Peptide nach SDS-PAGE sichtbar zu machen, 
wurden sie mit Coomassie Brilliant Blau G250 angefärbt. Die Gele wurden für 
15 min in G250-Fixier-Lösung fixiert, 30 min in G250-Färbe-Lösung gefärbt, 
sowie 4 mal 10 min in G250-Entfärbe-Lösung I, 2 mal 10 min in G250-Entfärbe-
Lösung II und 1 mal 10 min in G250-Entfärbe-Lösung III entfärbt. Zum Trocknen 
wurden die Gele zwischen zwei Stücken Zellophanpapier in einem Rahmen 
aufgespannt. Radioaktiv markierte Banden wurden ggf. autoradiographisch 
ermittelt. 
 
 
2.9.5. Computergestützte Analyse von Polyacrylamid-Gelen 
Um die apparente Menge und die Reinheit von Banden in Coomassie gefärbten 
Gelen zu bestimmen, wurden die Gele über eine digitales BioDoc® Video 
Dokumentationssystem (Biometra (Göttingen, D)) eingescannt und mit Hilfe der 
Software ONE-Dscan (Scanalytics (Fairfax, USA) ausgewertet. Als 
Mengenstandard wurde BSA oder Histon H3 (Roche Applied Science 
(Mannheim, D)) in verschiedenen Mengen in separaten Spuren aufgetragen. 
Als Reinheit einer Bande wurde das prozentuale Verhältnis zwischen der 
Menge der Bande und der Summe der Mengen aller sichtbaren Banden in der 
Spur definiert. 
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2.9.6. Elution von Peptiden 
Um radioaktiv markierte Polypeptide nach der Auftrennung mittels Tricin-SDS-
PAGE N-terminal ansequenzieren zu können, wurden die Gele ungefärbt nach 
Fixierung 15 min in G250-Entfärbe-Lösung inkubiert und zwischen Zellophan 
getrocknet. Die Banden wurden autoradiographisch ermittelt und anhand des 
Autoradiogrammes aus dem Gel ausgeschnitten. Nach Entfernen des 
Zellophans, wurde das Gelstück in 50 µl ddH2O rehydriert und für 30 min bei 
28.000 gmax durch einen Gel Nebulizer (Millipore (Schwalbach, D)) zentrifugiert. 
Hierbei wurden alle 10 min 50 µl Elutions-Lösung auf das Gelstück gegeben. 
Die Aufschwemmung mit dem zerkleinerten Gel wurde 10 min bei 15.000 gmax 
abzentrifugiert und die 200 µl Überstand über dem homogenisierten Gel in ein 
frisches Eppendorfgefäß überführt. Das Gel wurde 2 mal in 50 µl Elutions-
Lösung resuspendiert, 5 min gevortext, wie zuvor abzentrifugiert und der 
Überstand mit dem vorherigen vereinigt. Schließlich wurde das Eluat in der 
Vakuumzentrifuge getrocknet  und in 50 %(v/v) Acetonitril aufgenommen. 
 
 
2.10. Western-Blot 
2.10.1. Elektrotransfer 
Um Proteine nach der Auftrennung in der SDS-PAGE für immunologische 
Nachweismethoden oder einer Phosphoaminosäureanalyse zugänglich zu 
machen, wurden sie mit einer Hoefer™ TE22 Mini Tank Transfer Einheit 
(Amersham Biosciences (Freiburg i. Br., D)) mittels Strom auf PVDF- 
Membranen (Millipore (Schwalbach, D)) transferiert (LE GRENDRE, 1990). Das 
ungefärbte Gel und die mit Methanol befeuchtete PVDF-Membran wurden 
10 min bei Raumtemperatur mit dem Transferpuffer äquilibriert. Der 
Elektrotransfer fand zwischen zwei Gel-Blotting-Papieren (Schleicher & Schuell 
(Einbeck, D)) in Transferpuffer für 2 h bei 250 mA statt, wobei die 
Blottingkammer an eine Wasserkühlung angeschlossen war. Nach dem Blotting 
wurde der Streifen der Membran, der den molekularen Größenstandard enthielt, 
von der Membran abgeschnitten und 5 min unter leichtem Schwenken mit 
Ponceau S-Lösung gefärbt und mit ddH2O entfärbt. Der Rest der Membran 
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wurde einem der drei oben genannten Verfahren zugeführt, und das 
Polyacrylamidgel zur Kontrolle des Transfers mit Coomassie R-250 gefärbt. 
 
 
2.10.2. Immunodetektion mit GST-Antiserum 
Alle Inkubationen fanden unter leichtem Schwenken entweder bei 
Raumtemperatur für 2 h oder bei 4 °C über Nacht statt. Das Absättigen 
unspezifischer Proteinbindungsstellen erfolgte mit 3 %(w/v) BSA in Puffer A + 
Tween. Danach wurden die Membran mit 0,4 %(v/v)  GST-Antiserum inkubiert 
und für jeweils 5 min 2 mal mit Puffer A, 4 mal mit Puffer B und dann wieder 
zweimal mit Puffer A gewaschen. Gebundene Antikörper wurden mit 
0,25 µCi/ml [125I]Protein A in Puffer A + Tween markiert. Nachdem die Membran 
erneut wie zuvor gewaschen worden war, wurde sie getrocknet und 
autoradiographisch (Hyperfilm® MP; Amersham Biosciences (Freiburg i. Br., D)) 
exponiert.  
 
 
2.10.3. Immunodetektion mit PY20-mAB 
Zum Nachweis von Phosphotyrosinresten mit dem monoklonalen Antikörper 
PY20-mAB wurde die Membran mit 3 %(w/v) BSA in Puffer A + Tween 
abgesättigt und mit 0,2 %(v/v) PY20-mAB in 3 %(w/v) BSA in Puffer A + Tween 
inkubiert. Nach zehnmaligem Waschen mit Puffer A + Tween für jeweils 5 min 
wurde die Membran mit 0,25 µCi/ml [125I]Protein A in Puffer A + Tween inkubiert 
und erneut wie zuvor gewaschen. Schließlich wurde die getrocknete Membran 
autoradiographisch exponiert. 
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2.10.4. Immunodetektion mit 4G10-mAB 
Alternativ zu PY20-mAB wurde zum Nachweis von Phosphotyrosin der 
monoklonale Antikörper 4G10-mAB eingesetzt. Die Absättigung unspezifischer 
Bindungsstellen erfolgte mit 3 %(w/v) BSA in PBS-Puffer, die Antikörperbindung 
mit 0,1 %(v/v) 4G10-mAB in 3 %(w/v) BSA in PBS-Puffer. Gewaschen wurde 
dreimal mit PBS-Puffer, 1 mal mit 0,05 %(w/v) Tween 20 in PBS-Puffer und 
zweimal erneut mit PBS-Puffer für jeweils 5 min. Gebundene Antikörper wurden 
mit 0,25 µCi/ml [125I]Protein A in 3 %(w/v) BSA in PBS-Puffer markiert und die 
Membran erneut wie zuvor gewaschen. Die getrocknete Membran wurde 
ebenfalls autoradiographisch exponiert.  
 
 
2.10.5. Quantitative Auswertung von  [125I]Protein A-markierten Banden 
Zur quantitativen Auswertung von [125I]Protein A markierten Banden, wurden 
diese anhand des Autoradiogramms aus der Membran ausgeschnitten und die 
125Iod-Zerfälle mit einem Gamma- Zähler (1282 Compugamma; Amersham 
Biosciences (Freiburg i. Br., D)) im 125-Iod-Kanal ausgezählt. 
 
 
2.11. Chromatographische Auftrennungsverfahren 
2.11.1. RP-HPLC von rH3 
Rekombinantes phosphoryliertes oder unphosphoryliertes Histon H3 wurde für 
die Massenspektrometrie mittels RP-HPLC aufgereinigt. 100 µg lyophilisiertes 
rH3 wurden in 500 µl HPLC-Aufnahme-Puffer aufgenommen und auf eine 
Sephasil C-18 SC 2.1/10 Säule die an ein SMART-System angeschlossen war 
(beides Amersham Biosciences (Freiburg i.. Br., D)) aufgetragen. Die 
Auftrennung erfolgte in einem ansteigenden, linearen Acetonitril-Gradienten von 
0,88 %(v/v)/min in 0,1 %(v/v) Trifluoressigsäure mit einem Fluss von 100 µl/min. 
Die photometrische Detektion erfolgte bei 206 nm und 214 nm. Das Eluat wurde 
in 400 µl Fraktionen gesammelt und die Radioaktivität ggf. über den ÇERENKOV-
Effekt ermittelt (PLESUMS & BUNCH, 1971). 
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2.11.2. RP-HPLC von Peptiden 
Die Polypeptidfragmente des phosphorylierten rH3 nach Spaltung durch die 
Endoproteinase Glu-C wurden mittels RP-HPLC für die N-terminale 
Sequenzierung präparativ aufgetrennt. Hierfür wurden 190 µg phosphoryliertes 
und gespaltenes rH3 auf eine Sephasil C-18 Säule (Super Pac Sephasil C18, 
5µm, 4 x 250 mm, Amersham Biosciences (Freiburg i. Br., D)) aufgetragen und, 
nachdem die Säule 10 min mit 0,06 %(v/v) mit Trifluoressigsäure gespült 
worden war, mit einem linearen Acetonitrilgradienten (0,5 %(v/v) pro min) in 
0,06 %(v/v) Trifluoroessigsäure bei einem Fluss von 1 ml/min aufgetrennt. Die 
Detektion erfolgte bei 206 nm. Das Eluat wurde in 1 ml Fraktionen gesammelt, 
die, nachdem ihre enthaltene Radioaktivität über den ÇERENKOV-Effekt 
bestimmt worden war, in einer Vakuumzentrifuge lyophilisiert wurden. Zur 
Identifikation des Elutionsprofils wurden Aliquots der Fraktionen in Tricin-SDS-
Polyacrylamid Minigelen aufgetrennt. 
 
 
2.11.3. Zellulose-TLC von Phosphoaminosäuren 
Nach einer Phosphorylierungsreaktion radioaktiv markierte Proteine wurden 
über eine SDS-PAGE aufgetrennt, auf eine PVDF-Membran transferiert und 
autoradiographisch ermittelt. Die entsprechende Bande wurde ausgeschnitten 
und im weiteren Verfahren verwendet. Das Membranstück wurde in einem 
1,8 ml Borosilikatgefäß (Wheaton Science Products (Millville, USA)) mit 2 µl 
Methanol benetzt und dann mit 70 bis 100 µl 6 N HCl für 90 min bei 111 °C 
inkubiert (KAMPS ET AL., 1989). 
 
Bei phosphorylierten, mit 32P markierten Oligopeptide wurde der  Phos-
phorylierungsansatz auf Phosphocellulose-Papier P-81 (Whatman (Kent, UK)) 
aufgebracht und die Papierstückchen gründlich mit 5 %(v/v) ortho-
Phosphorsäure gewaschen. Die an das Papier gebundenen Peptide wurden für 
15 min bei RT mit 50 µl Ammoniakwasser (Ammoniumhydroxid 32 %(v/v)) 
eluiert und in der Vakuumzentrifuge getrocknet. Nach Aufnahme in 50 µl 6 N 
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HCl wurden sie 90 min bei 111 °C in einem 1,8 ml Borosilikatgefäß (Wheaton 
Science Products (Millville, USA)) hydrolysiert. 
 
Die Hydrolysate wurden vakuumzentrifugiert und in 5 bis 10 µl Phospho-
aminosäure-Lösung aufgenommen. Die Phosphoaminosäuren wurden auf 
10x20 cm2 Zellulose 300 Dünnschichtplatten mit einer Schichtdicke von 0,25 
mm (Machery & Nagel (Düren, D)) in Zellulose-Laufmittel aufgetrennt (NEUFELD 
ET AL., 1989). Nachdem die Zellulose-Platten einmal entwickelt worden waren, 
wurden sie getrocknet und die Phosphoaminosäuren wurden mit Hilfe eines 
Sprays mit Ninhydrin gefärbt. Die mit 32P markierten Phosphoaminosäuren 
wurden autoradiographisch dargestellt. 
 
 
2.11.4. Silikagel-TLC von Phosphoaminosäuren 
Bei einigen Phosphorylierungsreaktionen wurde die entsprechende Bande 
ebenfalls autoradiographisch ermittelt, ausgeschnitten und wie zuvor 
beschrieben hydrolysiert. Die Auftrennung erfolgte auf 10x10 cm2 Silikagel 
Dünnschichtplatten (durchschnittlicher Porendurchmesser 60 Å, Partikelgröße 
2-10 µm, Schichtdicke 200 µm, Machery & Nagel (Düren,  D)) in Silikagel-
Laufmittel (MUNOZ ET AL., 1990). Silikagel Platten wurden zweimal parallel 
entwickelt. 
 
 
2.12. Massenspektrometrie und Sequenzierung von Polypeptiden 
2.12.1. MALDI-TOF-MS 
Das Molekulargewicht von phosphoryliertem und unphosphoryliertem H3 wurde 
in der Massenspektrometrie durch MALDI-TOF-MS ermittelt. Um einen 
maximalen Einbau von Phosphat in rekombinantes Histon H3 (rH3) zu erzielen, 
wurden die Standardbedingungen für Phosphorylierungsreaktionen (siehe 
2.8.1.) wie folgt modifiziert. 7 nmol rH3 wurden bei einer Konzentration von 
10 µM in Phosphorylierungspuffer mit 500 µM ATP für 105 min bei 30 °C mit 
180 pmol GST-DYRK1A-∆C inkubiert. Nach 15 min, 30 min und 45 min 
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Inkubation wurden jeweils weitere 90 pmol der Kinase zugefügt. Um das 
phosphorylierte Histon während des Versuches verfolgen zu können, wurde die 
gleiche Reaktion jedoch in einem Fünftel des Ansatzes in Anwesenheit von 
500 µCi/ml [γ-32P]ATP durchgeführt. Nachdem nicht übertragene 32P durch 
Proteinfällung mit Trichloressigsäure entfernt worden war, wurden die beiden 
Reaktionen vereinigt und lyophilisiert. 100 µg wurden mittels RP-HPLC (siehe 
2.11.1.) aufgetrennt und die Fraktion mit dem phosphorylierten rH3 anhand des 
Çerenkov-Effekts ermittelt (PLESUMS & BUNCH, 1971). Die Identifizierung als 
phosphoryliertes Histon wurde durch SDS-PAGE und Autoradiographie der 
getrockneten Gele bestätigt.  
 
Für die Massenspektrometrie wurde das lyophilisierte, phosphorylierte oder als 
Kontrolle entsprechendes unphosphoryliertes rH3 mit 10 µg/µl in TA-Lösung 
aufgenommen und 1:1 (v/v) mit Matrix-Lösung vermischt. 0,5 µl dieser Lösung 
bzw. 5 µg rH3 wurden in der MALDI-TOF-MS  mit Biflex III Gerät (Bruker-
Franzen Analytik (Bremen, D)) analysiert und die Daten von 200 Laserschüssen 
(Stickstoff Laser, 337 nm, 3 nsec Pulsdauer) im jeweiligen Spektrum 
akkumuliert. Eine externe Eichung zur Umrechnung der Flugzeit in das 
Molekulargewicht je Ladung erfolgt mit Cytochrom c (m/z = 12327 Da/e) und 
Myoglobin (m/z = 16950 Da/e). 
 
 
2.12.2. Automatisierter EDMAN-Abbau 
Polypeptidsequenzen wurden durch automatisierten N-terminalen EDMAN-
Abbau ermittelt (EDMAN ET AL., 1967). Das zu analysierende Polypeptid in wurde 
in 40 %(v/v) Acetonitril aufgenommen und auf eine zuvor mit Methanol 
befeuchtete PVDF-Membran (Millipore (Schwalbach, D)) aufgetragen, die unter 
Begasung mit Stickstoff getrocknet wurde. Die Sequenzierung fand in einem 
Protein sequencer 910 (Knauer (Berlin, D)) unter Verwendung der 
Steuerungssoftware WinSeq 3.0 im Standardprogramm für prolinreiche 
Sequenzen statt. 
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Die Reaktionsschritte eines Abspaltungszyklus sind vereinfacht in Tabelle 5 
dargestellt: 
Tab. 5: Reaktionsschritte des automatisierten EDMAN-Abbaus 
Lösungsmittel S1: 1-Chlorbutan; Lösungsmittel S2: 1-Chlorbutan; Lösungsmittel S3: 20 
mM Na-Acetat in 20 %(v/v) wässrigem Acetonitril; Lösungsmittel S4: Methanol; 
Reagenz R1: 5 %(v/v) Phenylisothiocyanat in Heptan; Reagenz R2: 2 %(v/v) 
Methylpiperidin in 50 %(v/v) wässrigem Methanol; Reagenz R3: wasserfreie 
Trifluoressigsäure; Reagenz R4: 25 %(v/v) wässrige Trifluoressigsäure 
 
Schritt Funktion Substanzen 
1. Kopplung von Phenylisothiocyanat (PITC) an die α-
Aminogruppe des N-terminalen Aminosäurerestes des 
Polypeptids unter Bildung einer Phenylthiocarbamyl- 
(PTC)-Gruppe 
Reagenz R1+R2 
2. Spülen der Reaktionskammer  Lösungsmittel S2 
3. Abspaltung des N-terminalen Kopplungsproduktes als 
Anilinothiazolinon (ATZ)-Aminosäure 
Reagenz R3 
4. Spülen der Reaktionskammer Lösungsmittel S2 
5. Extraktion der ATZ-Aminosäure zur 
Konversionskammer 
Lösungsmittel S3 
6. Konversion der ATZ-Aminosäure zur stabileren 
Phenylthiohydantoin (PTH)-Aminosäure 
Reagenz R4 
7. Extraktion der PTH-Aminosäure aus der 
Konversionskammer auf die HPLC-Säule  
Lösungsmittel S4 
8. Spülen von Reaktions- und Konversionskammer Lösungsmittel S1 
 
 
Die entstandenen Phenylthiohydantoin (PTH)-Aminosäuren wurden mittels RP-
HPLC über eine C18-Säule (microbe), die online mit dem Konverter des 
Sequenziergerätes verknüpft war, mit einem Acetonitrilgradienten aufgetrennt 
und online photometrisch bei 269 nm mit einem Absorptionsdetektor Model UV-
1 (Rainin Dynamax (Oakland, USA)) analysiert. Die Identifizierung erfolgte über 
den Vergleich des Elutionsverhaltens zu einem externen PTH-
Aminosäurestandard.  
 
2. Material und Methoden 51
Zur Identifizierung des phosphorylierten Aminosäurerestes in rH3 wurden 
200 µg rH3 durch DYRK1A∆C in Gegenwart von [γ-32P]ATP phosphoryliert, 
nach Umpuffern mittels NAP Entsalzungssäulen (Amersham Biosciences 
(Freiburg i. Br., D)) mit Endoproteinase Glu-C gespalten und das 
phosphorylierte Fragment mittels RP-HPLC und Auszählen der Radioaktivität 
isoliert und identifiziert. Das Peptid wurde lyophilisiert und einem automatischen 
EDMAN-Abbau zugeführt. Hierbei wurden sowohl die Eluate von der PTH-
Aminosäure-Analyse eines jeden Zyklus, als auch das Lösungsmittel S2, mit 
dem bei den Schritten 2 und 4 die Reaktionskammer gespült wurde, von Hand 
gesammelt, wobei bei letzterem das Sammelgefäß jeweils vor der nächsten 
Spaltungsreaktion (Schritt 3) gewechselt wurde. Die Radioaktivität wurde nach 
Lyophilisierung in 10 ml Ready™ Protein Szintillations-Cocktail in einem LS 
6000 SC Szintillationszählers (beides Beckman Coulter (Krefeld, D)) im 
Phosphor-Kanal ausgezählt. 
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3.1. Autophosphorylierung von DYRK1A 
3.1.1. Autophosphorylierung von DYRK1A-∆C 
Um die von BECKER (1997) beschriebene immunologische Markierung von in E. 
coli exprimierter DYRK1A-∆C durch den Anti-Phosphotyrosin-Antikörper weiter 
zu charakterisieren, wurde aufgereinigtes GST-DYRK1A-∆C in der SDS-PAGE 
aufgetrennt und im Immunoblot mit PY20-mAB markiert (Abb. 5).  
 
 
205
116
97
66
45
A
GS
T-D
YR
K1
A
GS
T-D
YR
K1
A-
∆C
Coomassie
205
116
97
66
45
B
GS
T-D
YR
K1
A
GS
T-D
YR
K1
A-
∆C
Anti-GST
205
116
97
66
45
C
GS
T-D
YR
K1
A
GS
T-D
YR
K1
A-
∆C
Anti-PTyr
 
Abb. 5: Vergleich von GST-DYRK1A und GST-DYRK1A-∆C 
Die rekombinanten Proteine wurden durch Affinitätschromatographie an Glutathion-
Sepharose aufgereinigt. Aliquots von je 12 µl des Eluates wurden durch SDS-PAGE 
(10%) aufgetrennt und anschließend mit Coomassie gefärbt (A) oder durch Western 
Blot Analyse mit Anti-GST-Antiserum (B) oder Anti- Phosphotyrosin-Antikörper (PY20-
mAB) (C) markiert. Der molekularer Größenstandard ist jeweils rechts in kDa 
angegeben. 
 
 
Wie bereits beschrieben zeigte sich eine deutliche Markierung der Hauptbande 
bei 86 kDa (Abb. 5C). Daneben fand sich eine weitere Bande von ungefähr 40 
bis 45 kDa, die vom Anti-Phosphotyrosin-Antikörper erkannt wurde. Der 
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Vergleich mit einem Anti-GST-Antiserum zeigte, dass dort ebenfalls ein 
Fragment von ungefähr 40 bis 45 kDa markiert wurde (Abb. 5B). Somit handelte 
es sich bei dem durch den Anti-Phosphotyrosin-Antikörper markierten Fragment 
offensichtlich um ein N-terminales Bruchstück, das sich, wie anhand des 
Molekulargewichts berechnet wurde, aus GST und ungefähr dem gesamten N-
terminalen Abschnitt zusammensetzte. Neben dem 40 bis 45 kDa Fragment 
erkannte das Anti-GST-Antiserum noch kleinere Bruchstücke (39 kDa und 
kleiner), diese wurden jedoch nicht durch den Anti-Phosphotyrosin-Antikörper 
markiert. Da die N-terminalen Fragmente ab 39 kDa abwärts hiernach kein 
immunoreaktives Phosphotyrosin enthielten, konnte anhand des 
Molekulargewichtes abgeschätzt werden, dass sich in den ersten 100 
Aminosäuren des N-terminalen Abschnittes kein immunoreaktives 
Phosphotyrosin befand. Somit ließ sich annehmen, dass der Anti-
Phosphotyrosin-Antikörper ein Epitop im Bereich zwischen Isoleucin-100 und 
Lysin-150 des N-terminalen Abschnittes erkannt hatte. 
 
Zur Kontrolle, ob es sich bei dem durch den Anti-Phosphotyrosin-Antikörper 
markierten Epitop wirklich um die Detektion von Phosphotyrosin oder um eine 
Kreuzreaktion handelte, wurde GST-DYRK1A-∆C nach Expression in E. coli mit 
alkalischer Phosphatase (CIAP) in verschiedenen Konzentrationen inkubiert 
und anschließend im Immunoblot auf Phosphotyrosin analysiert (Abb. 6A). 
Hierbei zeigte sich ein deutlicher Rückgang bis zum Ausbleiben der 
Immunoreaktivität in Abhängigkeit von der eingesetzten Konzentration an CIAP. 
Des weiteren wurde die Fähigkeit von GST-DYRK1A-∆C, sich in vitro selbst zu 
phosphorylieren, untersucht. Die In-vitro-Autophosphorylierungsreaktion zeigte 
einen deutliche Phosphorylierung von GST-DYRK1A-∆C (Abb. 6B). Die kinase-
negative Mutante GST-DYRK1A-R188K dahingegen wurde nur gering markiert, 
so dass eine Kontamination mit einer fremden Proteinkinase, die die 
Phosphorylierung von DYRK1A-∆C bedingt haben könnte, ausgeschlossen 
werden konnte. Die anschließende Phosphoaminosäureanalyse ergab, dass 
sowohl Serin/Threonin als auch Tyrosin phosphoryliert wurden (Abb. 6C). 
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Abb. 6: Tyrosin-Autophosphorylierung 
(A) Dephosphorylierung von rekombinantem GST-DYRK1A-∆C. 6 µl Eluat wurden 
nach Aufreinigung über Glutathion-Sepharose mit den angegebenen Mengen an CIAP 
für 4 Stunden bei 37 °C inkubiert, durch SDS-PAGE (8%) aufgetrennt, auf PVDF 
transferiert und Phosphotyrosin mit dem Antikörper PY20-mAB nachgewiesen. 
(B) In-vitro-Autophosphorylierung von GST-DYRK1A-∆C. 5 µl Eluat wurden nach der 
Aufreinigung für 30 min bei 30 °C in der Anwesenheit von [γ-32P]ATP inkubiert, 
anschließend durch SDS-PAGE aufgetrennt und auf PVDF transferiert. Zur Kontrolle, 
ob die Phosphorylierung durch Kontaminationen im Eluat herrührt, wurde analog die 
Kinase-negative Mutante GST-DYRK1A-R188K mit aufgetragen. Der Pfeil markiert die 
in (C) verwendete Bande. 
(C) Phosphoaminosäureanalyse. Die in (B) markierte Bande wurde aus der PVDF- 
Membran ausgeschnitten und mit 6N HCl hydrolysiert.. Das Hydrolysat wurde auf Silica 
TLC-Platten aufgetrennt. Die entwickelte Platte wurde autoradiographisch exponiert. 
Die Position von Phosphotyrosin (PY) und Phosphoserin/-threonin (PS/PT) wurde 
durch Ninhydrinfärbung eines internen Standards bestimmt und ist rechts angegeben. 
Der Pfeil markiert die Laufrichtung. 
 
 
Demnach handelt es sich bei der durch den Anti-Phosphotyrosin-Antikörper 
markierten Epitop um einen Phosphotyrosin-Rest zwischen Isoleucin-100 und 
Lysin-150 des N-terminalen Abschnittes von DYRK1A-∆C, der im Rahmen einer 
Autophosphorylierungsreaktion phosphoryliert wurde.  
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3.1.2. Die Autophosphorylierung an Tyrosin-111 
Zur Identifikation autophosphorylierter Aminosäurereste des N-terminalen 
Abschnittes wurden Punktmutanten der in Frage kommenden Tyrosinreste zu 
nicht phosphorylierbarem Phenylalanin erzeugt. Sie wurden rekombinant als 
GST-DYRK1A-∆C Fusionsproteine in transformierten E. coli synthetisiert, 
partiell aufgereinigt und im Immunoblot mit zwei unterschiedlichen Anti-
Phosphotyrosin-Antikörpern untersucht (Abb. 7A bis 7D). GST-Dyrk1-∆N∆C, bei 
der der gesamte N-terminale Abschnitt und somit sämtliche Tyrosinreste des N-
terminalen Abschnittes delitiert wurden, wurde als Kontrolle verwendet. Zur 
Sicherstellung, dass gleiche Mengen an Protein aufgetragen wurden, wurden 
parallel eine Coomassie R250-Färbung des Gels (Abb. 7E) und ein Immunoblot 
mit Anti-GST-Antiserum angefertigt (Abb. 7F).  
 
Wie bereits beschrieben wurde GST-DYRK1A-∆N∆C nicht durch den Anti-
Phosphotyrosin-Antikörper PY-mAB markiert, obwohl es sich hierbei um eine 
aktive Proteinkinase handelt (BECKER, 1997). Auch der zweite eingesetzte Anti-
Phosphotyrosin-Antikörper 4G10-mAB erkannt kein Phosphotyrosin in GST-
DYRK1A-∆N∆C (Abb. 7C). Zwei weitere der Mutanten wurden ebenfalls sowohl 
durch den PY20 als auch durch den 4G10 Anti-Phosphotyrosin-Antikörper im 
Vergleich zu GST-DYRK1A-∆C signifikant vermindert markiert. Während die 
Punktmutante GST-DYRK1A-∆C-Y111F mit 8,3 ±6,2 % bzw. 3,8 ±5,4 % nahezu 
kein immunoreaktives Phosphotyrosin mehr enthielt, war sie bei GST-DYRK1A 
∆C-Y104F um 64,3 ±9,6 % bzw. 86,4 ±3,4 % reduziert (Mittelwert 
±Standardabweichung). Somit scheint es sich bei dem von den beiden 
Antikörpern erkannten Epitop offensichtlich um den phosphorylierten 
Tyrosinrest 111 (Tyr-111) zu handeln. Die reduzierte Markierung von GST-
DYRK1A-∆C-Y104F lässt sich damit erklären, dass Tyr-104 anscheinend für 
eine effiziente und hinreichende Phosphorylierung von Tyr-111 notwendig ist, 
ohne dass sich hieraus der zugrunde liegende Mechanismus erkennen lässt.  
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Abb. 7: Tyrosin-Autophosphorylierung der DYRK1A-Punktmutanten 
(A) Anti-Phosphotyrosin-Western Blot (PY20). Gleiche Mengen an GST-DYRK1A-∆C, 
an den angegebenen Punktmutanten von GST-DYRK1A-∆C und an GST-DYRK1A-
∆N/∆C wurden nach Auftrennung durch SDS-PAGE auf PVDF transferiert und mit dem 
Antikörper PY20-mAB markiert. Der molekulare Größenstandard ist rechts in kDa 
angegeben. 
(B) Quantitative Auswertung von (A). Nach autoradiographischer Darstellung wurden 
die Banden aus der Membran ausgeschnitten und im γ-Counter ausgezählt. Die 
Ergebnisse von vier unabhängigen Expressionsreihen sind als relative Antikörper- 
Markierung im Vergleich zu GST-DYRK1A-∆C als Balkendiagramm dargestellt  
(Mittelwert ± SD). Der Stern markiert signifikante Unterschiede zu GST-DYRK1A-∆C (p 
< 0,05; zweiseitiger T-Test). Die teststatistischen Auswertungen der Versuche können 
im Einzelnen der Tabelle 10 des Anhangs (Seite 118) entnommen werden. 
(C) Anti-Phosphotyrosin-Western Blot (4G10). Autoradiogramm wie in (A) unter 
Verwendung des Antikörpers 4G10-mAB. 
(D) Quantitative Auswertung von (C) wie in (B). Die teststatistischen Auswertungen der 
Versuche können im Einzelnen der Tabelle 11 des Anhangs (Seite 118) entnommen 
werden. 
(E) Coomassie-Färbung der DYRK1A-Punktmutanten. Aliquots der entsprechenden 
Proteinpräparationen wurden analog zu (A) durch SDS-PAGE aufgetrennt und das Gel 
anschließend mit Coomassie gefärbt.  
(F) Anti-GST-Western Blot. Zur weiteren Kontrolle, dass gleiche Mengen der einzelnen 
Konstrukte in (A)-(D) verwendet wurden, wurden Aliquots durch SDS-PAGE  
aufgetrennt und mit dem Anti-GST-Antiserum markiert. 
 
 
Für GST-DYRK1A-∆C-Y112F wurde mit einem der beiden Antikörper (PY20) 
eine erhöhte Immunoreaktivität von 303 ±70,0 % ermittelt, was vermutlich Folge 
einer stärkeren Erkennung des benachbarten und phosphorylierten Tyr-111 
infolge einer verminderten Maskierung des Epitops durch Tyr-112 ist. Neben 
der Bande bei 90 kDa stellten beide Antikörper auch das N-terminale Fragment 
bei 40-45 kDa dar, die bei dem Konstrukt GST-DYRK1A-∆C-Y112F am 
stärksten markiert wurde.  
 
In vitro Phosphorylierungsreaktionen, bei denen Histon H3 als Substrat 
eingesetzt wurde, ergaben dass keine der Punktmutationen Einfluss auf die 
enzymatische Aktivität von DYRK1A-∆C hatte (Abb. 8). Lediglich bei der 
Deletionsmutanten GST-DYRK1A-∆N∆C zeigte sich eine signifikante Reduktion 
auf 33,3 ±8,8 % (Mittelwert ±Standardabweichung), was Werten aus 
Vorbefunden mit anderen Substraten entsprach (BECKER, 1997). 
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Abb. 8: Kinaseaktivität der DYRK1A Punktmutanten 
(A) Autoradiogramm und Coomassie-Färbung. Gleiche Mengen von GST-DYRK1A-∆C, 
von den angegebenen GST-DYRK1A-∆C Punktmutanten und von GST-DYRK1A-
∆N/∆C wurden in vitro mit 1 µg Histon H3 in der Anwesenheit von [γ-32P]ATP für 9 min 
inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 4X LSB-Puffer und Erhitzen gestoppt 
und die Proteine durch SDS-PAGE (16% Gel) aufgetrennt. Die radioaktive Markierung 
wurde autoradiographisch dargestellt. Zur Sicherstellung, dass gleiche Mengen an 
Histon H3 eingesetzt wurden, wurden die Gele zudem mit Coomassie gefärbt. 
(B) Quantitative Auswertung von (A). Nach autoradiographischer Darstellung wurden 
die radioaktiv markierten Histon H3 Banden aus dem Gel ausgeschnitten und im 
Szintillationszähler ausgezählt. Dargestellt sind die Ergebnisse von drei unabhängigen 
Expressionsreihen als relative Markierung im Vergleich zu GST-DYRK1A-∆C. Der 
Stern markiert signifikante Unterschiede zu GST-DYRK1A-∆C (p<0,05; zweiseitiger T -
Test). Die teststatistischen Auswertungen der Versuche können im Einzelnen der 
Tabelle 12 des Anhangs (Seite 119) entnommen werden.  
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3.2. In vitro Phosphorylierung von Substraten durch DYRK1A-∆C 
3.2.1. Enzymkinetische Analysen der Phosphorylierung bekannter 
Substrate (H3 und MBP) durch DYRK1A 
DYRK1A phosphoryliert spezifisch in vitro verschiedene Substrate (BECKER, 
1997). Als besonders geeignete Substrate wurden Histon H3 (H3) und Myelin 
Basic Protein (MBP) identifiziert. Um diese Reaktionen näher zu charak-
terisieren, wurden kinetische Untersuchungen in Abhängigkeit von der 
Substratkonzentration durchgeführt. Tabelle 6 gibt die Ergebnisse in Form der 
ermittelten Funktionskonstanten der MICHAELIS-MENTEN-Gleichungen wieder. 
Abbildung 9 stellt die Ergebnisse eines solchen Experimentes in Form nicht-
linearer MICHAELIS-MENTEN-Diagramme als Reaktionsgeschwindigkeit in 
Abhängigkeit von der Substratkonzentration dar. 
 
 
Tab. 6: Enzymkinetische Konstanten der Phosphorylierung von H3 und MBP 
durch DYRK1A 
Der Transfer von 32P durch GST-DYRK1A-∆C auf H3 und MBP wurde in zwei 
unabhängigen Experimenten als Dreifachbestimmung bei unterschiedlichen 
Substratkonzentrationen ermittelt. Die Funktionskonstanten der MICHAELIS-MENTEN-
Gleichungen wurden computergestützt nach der "Methode der kleinsten Quadrate" 
direkt aus den Messdaten errechnet (siehe 2.8.2.), was gegenüber den linearisierten 
Transformationen (z. B. die Berechnung aus der LINEWEAVER-BURK-Darstellung) zu 
genaueren Messergebnissen führt (SUELTER, 1990). Dargestellt sind die Ergebnisse 
der beiden Experimente. Die kcat/Km-Werte sind als Mittelwert dieser beiden 
Experimente angegeben. 
 
Substrat  Km  /(µM) kcat  /(min-1) kcat/Km  /(min-1µM-1) 
H3 (1)
(2)
2,63 ±0,50 
2,40 ±0,36 
1,36 ±0,10 
0,98 ±0,06 
0,463 
 
MBP (1)
(2)
0,31 ±0,06 
0,36 ±0,03 
2,38 ±0,13 
2,27 ±0,05 
6,991 
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Abb. 9: Reaktionskinetiken der Phosphorylierung von Histon H3 und MBP 
(A) Darstellung der Enzymkinetik der Phosphorylierung von Histon H3 durch DYRK1A. 
Unterschiedliche Konzentrationen von Histon H3 wurden für 8 min mit 20 pmol/ml 
GST-DYRK1A-∆C in Anwesenheit von [γ-32P]ATP inkubiert. Die Menge an in Histon H3  
eingebautem 32Phosphor wurde als Dreifachbestimmung durch Aufbringen von 10 µl 
Aliquots auf Phosphocellulose-Papier (P-81), Waschen in 5 %(v/v) ortho- 
Phosphorsäure und Auszählen in einem Szintillationszähler ermittelt. Das Ergebnis 
eines repräsentativen Versuches ist in Form eines nicht-linearisierten Diagramms 
dargestellt. Die Km- und vmax-Werte wurden durch direktes Einsetzen der Messwerte in 
die MICHAELIS-MENTEN-Gleichung mit Hilfe der GraphPad Prism  1.03 Software 
ermittelt. 
(B) Darstellung der Phosphorylierung von MBP durch DYRK1A wie in (A). 
Die Ergebnisse der enzymkinetischen Analysen sind im Einzelnen im Anhang Tabelle 
13 (Seite 120) dargelegt. 
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Für beide Substrate wurden somit Km-Werte im unteren mikromolaren Bereich 
ermittelt. Für H3 ergaben sich ungefähr achtfach höhere Km-Werte als für MBP, 
also eine ungefähr achtfach niedrigere Affinität von DYRK1A zu H3 als zu MBP. 
Der Quotient kcat /Km wird häufig als ein Maß für die enzymatische Wirksamkeit 
eines Enzyms angegeben, da sie die scheinbare Geschwindigkeitskonstante 
zweiter Ordnung unter der Annahme, dass die Substratkonzentration sehr viel 
kleiner als Km sei, wiedergibt (VOET & VOET, 1994). Ein Vergleich dieser 
Quotienten ergab für MBP einen ungefähr fünfzehnfach höheren Wert als für 
H3. Somit stellten MBP und H3 effiziente in vitro Substrate für DYRK1A dar, 
wobei MBP eine deutlich höhere Affinität als auch eine höhere Umsatzrate 
aufweist. 
 
 
3.2.2. Qualitative Analysen von MBP und Histon H3 als Substrate von 
DYRK1A-∆C 
Bei allen untersuchten in vitro Substraten von DYRK1A wurde die 
Phosphorylierung von aliphatischen Hydroxylgruppen nachgewiesen, nicht 
jedoch von Tyrosin (BECKER, 1997; BECKER ET AL., 1998). Zur Klärung, welche 
der beiden alkoholischen Aminosäurereste, Serin oder Threonin, durch 
DYRK1A in Histon H3 und MBP phosphoryliert werden, wurden beide als 
Substrate in vitro mit GST-DYRK1A-∆C phosphoryliert und anschließend eine 
Phosphoaminosäure-Analyse durchgeführt.  
 
Die Coomassiefärbung einer SDS-PAGE (Abb. 10A) zeigte, dass die 
kommerziell erworbenen Präparation von Histon H3 aus Kalbsthymus (Roche 
Applied Science (Mannheim, D)) bis zu einer Homogenität von 89 %(w/w) 
aufgereinigt war, wohingegen bei der Präparation von MBP aus Rinderhirn 
(Sigma-Aldrich Chemie (Deisenhofen, D)) die Hauptbande von 20 kDa nur 
50 %(w/w) der enthaltenen Proteine ausmachte.  
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Abb. 10: Phosphorylierung von Histon H3 und MBP durch DYRK1A 
(A) Coomassie-Färbung. 5 µg Histon H3 (Roche Applied Science (Mannheim, D)) bzw. 
MBP (Sigma-Aldrich Chemie (Deisenhofen, D)) wurden durch SDS-PAGE (14 % Gel) 
aufgetrennt und das Gel anschließend mit Coomassie R250 gefärbt.  
(B) Autoradiogramm. 2 µg Histon H3 bzw. MBP wurden für 30 min mit GST-DYRK1A- 
∆C in Anwesenheit von [γ-32P]ATP inkubiert und anschließend durch SDS-PAGE 
aufgetrennt. Nach Transfer auf PVDF wurde diese autoradiographisch dargestellt. Die 
Pfeile kennzeichnen die in (C) verwendeten Banden. 
(C) Phosphoaminosäure-Analyse. Die in (B) mit einem Pfeil markierten Banden wurden 
aus der Membran ausgeschnitten und für 90 min bei 111 °C mit 6 N HCl hydrolysiert. 
Das Hydrolysat wurde auf Zellulose-Dünnschichtplatten chromatographisch 
aufgetrennt und die 32P-markierten Aminosäuren autoradiographisch dargestellt. 
 
 
Im Autoradiogramm der PVDF-Membran (Abb. 10B) war bei Histon H3 
überwiegend die Hauptbande bei 17 kDa radioaktiv markiert. Zudem fand sich 
eine leichte Markierung einer Bande mit ungefähr doppeltem Molekulargewicht, 
die bereits in der Coomassiefärbung zu sehen war. Hierbei handelte es sich 
vermutlich um Dimerisierungsprodukte des Histons. Die radioaktive Markierung 
der Hauptbande von 20 kDa in der MBP Präparation erreichte das Siebenfache 
im Vergleich zu Histon H3. Daneben wurden auch eine Bande bei 18 kDa 
deutlich und mehrere größere Banden schwach phosphoryliert. Die 
Phosphoaminosäure-Analyse der beiden Hauptbanden ist in Abbildung 10C 
dargestellt. Während in Histon H3 ausschließlich Phosphothreonin 
nachgewiesen wurde, fand sich in MBP sowohl Phosphothreonin als auch 
Phosphoserin. 
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Um die Phosphorylierungsstelle in einem Substrat zu identifizieren und damit 
eine potentielle Erkennungssequenz für diese Reaktion abzuleiten, wurde die 
Phosphorylierung von Histon H3 weiter untersucht. Die Entscheidung fiel auf 
dieses Substrat, obwohl die Phosphorylierung von MBP weitaus stärker war, 
weil es in MBP mindestens zwei Phosphorylierungsstellen, nämlich Serin und 
Threonin, gibt, was die Identifizierung kompliziert hätte. 
 
 
3.3. Rekombinantes Histon H3 
3.3.1. Klonierung und Expression von rekombinantem Histon H3 
Für die weitere Analyse von Histon H3 als Substrat von DYRK1A-∆C wurde 
Histon H3 rekombinant in E. coli hergestellt. Als Matrize für die Klonierung 
wurde genomische DNA einer Ratte gewählt, was möglich war, weil die prä-
mRNA von Histon H3 keinerlei Intron-Sequenzen enthält (MARZLUFF & GRAVES, 
1984). Nachdem die für Histon H3 kodierende Sequenz mittels PCR amplifiziert 
worden war, wurde sie so in den Vektor pET-28a(+) kloniert, dass das 
rekombinante Histon H3 C-terminal mit einer Sequenz aus sechs Histidinresten 
(6XHis) fusioniert war. 6XHis kann mit mehrfach geladenen Metallkationen 
Chelatkomplexe bilden, sodass mit 6XHis fusionierte Proteine mittels 
Affinitätschromatographie beispielsweise über Nickel-Nitrilotriacetat-Agarose 
(Ni-NTA-Agarose) aufgereinigt werden können (HOCHULI ET AL., 1987). 
 
Der Versuch, in E. coli synthetisiertes rekombinantes H3 durch Koppelung an 
Ni-NTA-Agarose aufzureinigen, ergab nur sehr geringe Mengen löslichen rH3. 
Der größte Teil des rekombinanten Proteins bildete in E. coli so genannte 
Einschlusskörperchen und fiel in denaturierter Form aus. Um das rekombinante 
Histon H3 als Substrat einsetzten zu können, wurde eine Methode zur 
Aufreinigung und Renaturierung des ausgefallenen rH3 entwickelt. Abbildung 
11A zeigt schematisch die weiteren Schritte des Protokolls. An den 
angegebenen Schritten wurden Aliquots entnommen und in einer SDS-PAGE 
analysiert (Abb. 11B).  
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Abb. 11: Aufreinigung von rekombinantem Histon H3 
(A) Schematische Darstellung der einzelnen Schritte des neu entwickelten Protokolls. 
(B) Coomassie-Färbung. Während der Aufreinigung wurden an den angegebenen 
Stellen (eingekreiste Zahlen) Aliquots entnommen und durch SDS-PAGE (14 %) 
analysiert. Die Aliquots 1-5 enthielten 1/600 (5 µl) der gesamten Präparation; das 
Aliquot 6 1/80 (5 µl) des Säuleneluats; das Aliquot 7 15 µg aufgereinigtes, 
rekombinantes Histon H3; in Spur 8 wurden zudem 15 µg kommerziell erhältliches 
Histon H3 aus Kälberthymus (Roche Applied Science (Mannheim, D)) aufgetragen. Der 
Pfeil kennzeichnet die Position von Histon H3. 
 
 
Bereits nach Aufreinigung der Einschlusskörperchen durch mehrfaches 
Abzentrifugieren und enzymatische Hydrolyse der bakteriellen DNA und RNA 
lag das rekombinante Histon H3 überwiegend frei von bakteriellen Proteinen vor 
(Spur 5). Durch Verwendung der chaotropen Substanz Guanidinhydrochlorid, 
die zu einer Entfaltung von Polypeptidketten führt, konnten die 
Einschlusskörperchen in konzentrierter Form vollständig aufgelöst werden. Um 
das nun entfaltete Histon in eine lösliche Struktur zu überführen, musste das 
Guanidinhydrochlorid aus der Lösung entfernt werden. Bei den Versuchen, das 
rekombinante Histon H3 mittels einfacher Verdünnung, Dialyse, 
Membranfiltration oder Ni-NTA-Affinitätschromatographie in verschiedene 
Salzpuffer zu überführen, kam es jedes Mal zum erneuten Ausfallen der 
Proteine. In Anlehnung an die von BÖHM ET AL. (1973) entwickelte Methode zur 
Isolierung von nativen Histonfraktionen aus Kalbsthymus erfolgte schließlich der 
Austausch des Guanidinhydrochlorid-haltigen Puffers gegen 20 millimolare 
Salzsäure mittels Gelfiltration. Hierdurch konnten ungefähr zwei Drittel des in 
den Bakterien synthetisierten rH3 in eine lösliche Form gebracht werden (Spur 
7), wohingegen das andere Drittel als unlösliche Aggregate wieder 
abzentrifugiert wurde. In Abbildung 11B wurde zum Vergleich ein Aliquot einer 
kommerziell erworbenen Histon H3 Präparation aus Kalbsthymus (Roche 
Applied Science (Mannheim, D)) mit aufgetragen (Spur 8). Der Unterschied im 
scheinbaren Molekulargewicht ergab sich durch die Fusion des 6XHis an das 
rekombinante Histon H3, so dass rH3 knapp 1kDa größer als natives Histon H3 
ist. Das resultierende lösliche rH3 konnte lyophilisiert werden und war danach 
wieder vollständig in ddH2O löslich. 
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Analytisches Wiegen und kolorimetrische Messungen ergaben, dass mit diesem 
Verfahren 1,5 bis 2,0 mg lösliches Histon H3 aus 20 ml einer bakteriellen Kultur 
gewonnen werden konnte.  
 
 
3.3.2. Homogenität des rekombinanten Histon H3 
Die computergestützte Analyse des Polyacrylamid-Gels (Abb. 11B) ergab für 
das rekombinante Histon H3 eine Reinheit von 94,0 %, was etwas über der 
Reinheit der kommerziell erhältlichen H3 Präparation von 88,6 % lag. Zur 
weiteren Untersuchung der Homogenität wurde ein Aliquot mittels RP-HPLC 
analysiert. In Abbildung 12A sind die Elutionsprofile bei 206 nm und 214 nm 
dargestellt. Beide Absorptionsprofile zeigen ein Maximum bei 52 %(v/v) 
Acetonitril. Lediglich bei 66 % findet sich ein weiteres nennenswertes 
Absorptionsmaximum. Das Integral der Absorptionsspitze bei 52 % war bei 206 
nm bzw. 214 nm 15,5- bzw. 9,5-fach höher als die Spitze bei 66 %. Die Analyse 
der gesammelten Eluat-Fraktionen mittels SDS-PAGE ergab, dass es sich bei 
dem Maximum bei 52 % tatsächlich um das rekombinante Histon H3 handelt, 
während sich bei den Fraktionen mit dem Maximum bei 66 % kein färbbares 
Protein zeigte. Da die RP-HPLC mit Absorptionsmessung jedoch deutlich 
empfindlicher ist als die Coomassie-Färbung, schließt dies eine geringgradige 
Kontamination mit bakteriellen Proteinen nicht aus. Demnach zeigte auch die 
RP-HPLC, dass das rekombinante Histon H3 frei von größeren 
Verunreinigungen durch andere Proteine war. 
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Abb. 12: Reinheit der rekombinanten Histon H3 Präparation 
(A) RP-HPLC-Analyse. 33,6 µg der rekombinanten Histon H3 Präparation wurden auf 
eine Sephasil C-18 Säule aufgetragen und in einem linearen Acetonitril-Gradienten 
(0,88 %(v/v) / min in 0,4 %(v/v) Trifluoressigsäure) aufgetrennt. Das Eluat wurde bei 
206 und 214 nm absorptionsspektrometrisch analysiert. Dargestellt sind beide 
Absorptionsspektra, sowie der Acetonitrilgradient (Skala rechts). 
(B) N-terminale Proteinsequenzierung von rekombinantem und nativem Histon H3. 
1,25 nmol einer rekombinanten Histonpräparation oder natives Histon H3 aus Kälber- 
Thymus wurden durch automatisierten Edman-Abbau N-terminal sequenziert. Die 
entstandenen PTH-Aminosäuren wurden direkt bei 269 nm absorptionsspektrometrisch 
analysiert und mit einem externen PTH-Aminosäuren-Standard verglichen. Die 
identifizierten Aminosäuren sind im Ein-Buchstaben-Code angegeben; die fett  
gedruckten Buchstaben kennzeichnen die Aminosäuren der Hauptsequenz. Im 
Chromatogramm von Zyklus 9 (Histon H3 aus Kälberthymus) sind die beiden 
Absorptionsspitzen, die keiner der Standard-PTH-Aminosäuren zugeordnet werden 
konnten, mit einem Stern markiert worden. 
 
 
Die N-terminale Sequenzierung identifizierte, sowohl beim rekombinanten 
Histon H3 als auch bei der kommerziell erhältlichen Präparation Alanin als erste 
Aminosäure (Abb. 12B; Zyklus 1). Somit wird offensichtlich wie bei vielen 
Proteinen das N-terminale Methionin von rH3 in E. coli vollständig entfernt. Der 
Vergleich der beiden Präparationen zeigt, dass die kommerziell erhältliche 
Präparation etwas mehr durch andere Proteine verunreinigt ist als das 
rekombinante Histon H3 (z.B. Zyklus 1). Beim EDMAN-Abbau werden ungefähr 
10 % der Glutaminreste zu Glutamat umgewandelt, wohingegen der Nachweis 
größerer Mengen an PTH-Glutaminsäure auf eine unsanfte Aufreinigung der 
Proteine hinweist (HUNKAPILLER, 1988). Anhand des Chromatogramms von 
Glutamin-5  konnte abgeschätzt werden, wie sehr die Histonpräparationen an 
Glutaminresten desaminisiert waren (Abb. 12B, Zyklus 5). Das Verhältnis von 
PTH-Glutamat zu PTH-Glutamin war mit 0,11 bei der rekombinanten Histon-
Präparation nur ein Drittel so groß wie bei dem nativen Histon. Demzufolge 
kann man davon ausgehen, dass auch die säurehaltigen Schritte bei der 
Aufreinigung des rekombinanten Histons keine schwerwiegenderen 
chemischen Veränderungen der Proteine hervorgerufen haben. Wie bereits 
erwähnt, unterliegen native Histone in der Zelle einer Vielzahl 
posttranslationaler Modifikationen, wozu auch die Methylierung und 
Acetylierung von Lysin-9 in Histon H3 zählt (VAN HOLDE, 1989; WOLFFE & HAYES, 
1999). Derartige Modifikationen führen beim EDMAN-Abbau zu zusätzlichen 
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PTH-Aminosäuren, die keinem der PTH-Aminosäuren des Standards 
entsprechen (HAYASHI ET AL., 1985). Beim nativen Histon H3 wurde im neunten 
Zyklus tatsächlich relativ wenig PTH-Lysin, dafür aber zwei nicht zuordenbare 
Peaks nachgewiesen, die beim rekombinanten Histon H3 nicht vorhanden 
waren (Abb. 12B, Zyklus 9), was die Heterogenität eukaryotischer nativer 
Histonpräparationen aufgrund posttranslationaler Modifikationen widerspiegelt. 
 
Demnach lassen sich mit dem vorgestellten Protokoll relativ große Mengen 
hinreichend aufgereinigtes, chemisch unversehrtes Histon H3 gewinnen, das 
keine anderweitigen eukaryotische Proteine enthält. 
 
 
3.4. Phosphorylierung von rH3 
3.4.1. Untersuchung von rH3 als Substrat von DYRK1A 
Um sicherzustellen, dass es sich bei dem rekombinanten Histon H3 um ein zu 
dem nativen Histon H3 aus Kalbsthymus vergleichbaren Substrat von DYRK1A 
handelt, wurden qualitative und enzymkinetische Untersuchungen analog zu 
3.2.2. bzw. 3.2.1. von rH3 durchgeführt. Die Abbildungen 13A und 13B zeigen 
die Ergebnisse einer Phosphoaminosäure-Analyse im Vergleich zu nativem 
Histon H3. Hierbei zeigte sich, dass das rekombinante Histon H3 ebenso 
effizient wie das native Histon H3 durch DYRK1A ausschließlich an Threonin 
phosphoryliert wird. Der Größenunterschied zwischen dem rekombinanten und 
dem nativen Histon H3 ergab sich wie bereits in Abbildung 11 durch die Fusion 
mit 6xHis. In Abbildung 13C ist das MICHAELIS-MENTEN-Diagramm eines 
enzymkinetischen Versuches dargestellt. Die Tabelle 7 gibt die Ergebnisse in 
Form der Funktionskonstanten der MICHAELIS-MENTEN-Gleichung wieder. 
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Abb. 13: Phosphorylierung des rekombinanten Histon H3 
(A) Autoradiogramm. 2 µg natives (nH3) bzw. rekombinantes Histon H3 (rH3)  wurden 
für 30 min mit GST-DYRK1A-∆C in Anwesenheit von [γ-32P]ATP inkubiert und 
anschließend durch SDS-PAGE aufgetrennt. Nach Transfer auf PVDF wurde diese 
autoradiographisch dargestellt. Die Pfeile kennzeichnen die in (B) verwendeten 
Banden.  
(B) Phosphoaminosäure-Analyse. Die in (A) mit einem Pfeil markierten Banden wurden 
aus der Membran ausgeschnitten und für 90 min bei 111 °C mit 6 N HCl hydrolysiert. 
Das Hydrolysat wurde auf Zellulose-Dünnschichtplatten chromatographisch 
aufgetrennt und die 32P-markierten Aminosäuren autoradiographisch dargestellt. 
(C) Enzymkinetik. Rekombinantes Histon H3 (rH3) wurden für 8 min in den 
angegebenen Konzentrationen mit 20 pmol/ml GST-DYRK1A-∆C in der Anwesenheit 
von [γ-32P]ATP inkubiert. Die Menge an in Histon H3 eingebautem  32Phosphor wurde 
als Dreifachbestimmung durch Aufbringen von 10 µl Aliquots auf Phosphocellulose-
Papier (P-81), Waschen in 5 %(v/v) ortho-Phosphorsäure und Auszählen in einem 
Szintillationszähler ermittelt. Das Ergebnis eines repräsentativen Versuches ist in Form 
eines MICHAELIS-MENTEN-Diagramms dargestellt. Die Ergebnisse der enzym-
kinetischen Analysen sind im Einzelnen im Anhang Tabelle 13 (Seite 120) dargelegt. 
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Tab. 7: Enzymkinetische Konstanten der Phosphorylierung von rH3 durch 
DYRK1A 
Der Transfer von 32P durch GST-DYRK1A-∆C auf rH3 wurde in zwei unabhängigen 
Experimenten als Dreifachbestimmung bei unterschiedlichen Substratkonzentrationen 
untersucht. Zum Vergleich sind zudem die ermittelten Funktionskonstanten der 
Phosphorylierung von nativem Histon H3 aus 3.2.1. angegeben. 
 
Substrat  Km  /(µM) kcat  /(min-1) kcat/Km  /(min-1µM-1) 
natives H3 (1)
(2)
2,63 ±0,50 
2,40 ±0,36 
1,36 ±0,10 
0,98 ±0,06 
0,463 
 
rH3 (1)
(2)
1,07 ±0,12 
1,10 ±0,09 
0,63 ±0,02 
0,55 ±0,01 
0,544 
 
 
Es zeigten sich nur geringfügige Unterschiede zwischen dem nativen und dem 
rekombinanten Histon H3. Auffällig ist ein etwas höherer Km-Wert der nativen 
Histonpräparation im Vergleich zum rH3, was dadurch erklärt werden könnte, 
dass die native Präparation durch Fremdproteine und schlechter zu 
phosphorylierende Aminosäuremodifikationen verunreinigt war. Somit wäre die 
tatsächlich eingesetzte Konzentration an phosphorylierbarem Histon H3 in der 
nativen Präparation niedriger gewesen als angenommen. 
 
Insgesamt zeigte sich, dass sich das rekombinante Histon H3 im Bezug auf die 
Phosphorylierung durch DYRK1A weder qualitativ noch quantitativ 
schwerwiegend von der nativen Histonpräparation unterschied und somit für die 
weiteren Untersuchungen sinnvoll eingesetzt werden konnte. 
 
3.4.2. Massenspektrometrie des phosphorylierten rH3 
Das Molekulargewicht einer Phosphorylgruppe beträgt 80 Da. Somit kommt es 
nach einer Phosphorylierungsreaktion in der Massenspektrometrie zu einer 
Verschiebung des Molekulargewichtes um ein Vielfaches von 80 Da, wenn man 
das phosphorylierte mit dem unphosphorylierten Substrat vergleicht. Anhand 
des Vielfachen lässt sich die Anzahl der Phosphorylierungsstellen in dem 
Substrat im Bezug auf die verwendete Kinase ermitteln.  
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Abb. 14: Histon H3 wird von DYRK1A an einem Threoninrest phosphoryliert. 
(A) und (B) MALDI-TOF-Massenspektra. 5-10 µg unphosphoryliertes (A) oder durch 
GST-DYRK1A-∆C phosphoryliertes (B), rekombinantes Histon H3 wurden mittels 
MALDI-TOF-MS analysiert (siehe 2.12.1.). Dargestellt sind die kumulativen 
Massenspektra von jeweils 200 Laserschüssen als relative Intensität über m/z. Die 
Spitzen sind nochmals mit ihrem m/z-Wert markiert worden. 
 
 
Gemäß der bekannten Aminosäuresequenz ergibt sich rechnerisch für das 
rekombinante Histon H3 ein Molekulargewicht von 15.925 Da. Das in der 
MALDI-TOF-Massenspektrometrie ermittelte Molekulargewicht von unphos-
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phoryliertem rH3 lag bei 15.930 Da (Abb. 14A). Nach Phosphorylierung durch 
einen Überschuss an DYRK1A in Anwesenheit von radioaktiv markiertem 
[γ-32P]ATP wurde der Reaktionsansatz mittels RP-HPLC aufgetrennt. Das 
Elutionsprofil ergab ein radioaktiv markiertes Absorptionsmaximum, dessen 
massenspektrometrische Untersuchung in Abbildung 14B dargestellt ist. Neben 
dem Peak bei 15.930 Da/e ließ sich ein weiterer Peak bei 16.011 Da/e 
erkennen. Die Differenz der beiden Peaks von 81 Da/e entspricht beinahe 
genau dem Molekulargewicht einer Phosphorylgruppe. Da der Peak  bei 
15930 Da/e weiterhin zu sehen war, scheint es unter den gewählten Reaktions-
bedingungen nur zur unvollständigen Phosphorylierung von rH3 gekommen zu 
sein. Aufgrund unterschiedlicher Ionisierungseigenschaften von phos-
phorylierten und unphosphorylierten Proteinen konnten aus der Intensität der 
beiden Peaks jedoch keine Rückschlüsse darauf gezogen werden, wie hoch der 
Anteil an phosphoryliertem rH3 im Reaktionsansatz war.  
 
Demnach konnte davon ausgegangen werden, dass DYRK1A unter den 
gewählten Bedingungen genau einen Threoninrest in rH3 phosphoryliert. 
 
 
3.4.3. Identifikation des phosphorylierten Threonins 
Zur Ermittelung, welcher Threoninrest in Histon H3 durch DYRK1A 
phosphoryliert wird, sollte durch GST-DYRK1A-∆C radioaktiv markiertes rH3 
mittels EDMAN-Abbau sequenziert werden. Das Ziel hierbei war, die radioaktiv 
markierte PTH-Phosphoaminosäure zu identifizieren und sie der Sequenz von 
Histon H3 zuordnen zu können. Beim EDMAN-Abbau werden Peptide und 
Proteine an ihrem N-Terminus beginnend sequenziert. Hierbei können jedoch 
nur Peptidsequenzen begrenzter Länge ermittelt werden. Bei längeren 
Polypeptiden müssen zunächst hydrolytisch Fragmente hergestellt und 
aufgetrennt werden, bevor sie vollständig sequenziert werden können.  
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Abb. 15: Proteolytische Spaltung von phosphoryliertem Histon H3 
(A) Tricin-SDS-PAGE. 600 µg rekombinantes Histon H3 wurden durch  GST-DYRK1A-
∆C mit 32P markiert und anschließend mit 12 µg Endoproteinase Glu-C/V8-Protease 
gespalten. An den angegebenen Zeitpunkten wurde jeweils ein Aliquot der Reaktion 
entnommen und in einem Tricin-SDS-Polyacrylamidgel (16,5 %) elektrophoretisch 
aufgetrennt. Das Gel wurde anschließend mit Coomassie G250 gefärbt oder 
autoradiographisch exponiert. Auf der linken Seite ist die Position des molekularen 
Größenstandards in kDa angegeben. Der Pfeil kennzeichnet die 4,4 kDa Bande. 
(B) Aminosäuresequenz von rekombinantem Histon H3. Die Aminosäuresequenz ist im 
IUPAC-Code dargestellt. Die theoretischen Spaltstellen der Endoproteinase Glu-C/V8-
Protease sind durch die kleinen vertikalen Pfeile gekennzeichnet. Das 
Molekulargewicht der erwarteten Fragmente ist zwischen den Pfeilen in kDa 
angegeben. Der mittels Edman-Abbau ermittelte Sequenzabschnitt der 4,4 kDa Bande 
ist unterstrichen, die anhand des Molekulargewichtes ermittelte weitere Sequenz der 
4,4 kDa Bande ist gestrichelt unterstrichen. Die drei Threoninreste Thr-32, Thr-45 und 
Thr-58 sind eingerahmt. 
 
Um Oligopeptidfragmente geeigneter Länge von phosphoryliertem rH3 
herzustellen, wurde wegen der geeigneten Schnittstellen die Endoproteinase 
Glu-C (V8-Protease) verwendet, die Peptidketten C-terminal von Glutamat-
resten und zu einem geringeren Grad von Aspartatresten spaltet. Die an-
schließende Elektrophorese in Tricin-SDS-Polacrylamid-Gelen trennte auch 
nach Spaltung für mehr als 20 h zwei unterscheidbare radioaktiv markierte 
Banden auf (Abb. 15A). Die ermittelten Molekulargewicht (4,4 und 4,9 kDa) 
entsprachen keinen der erwarteten Fragmente (Abb. 15B). Die Elution des 
Peptidfragmentes aus dem Polyacrylamidgel führte bei der 4,9 kDa Bande nur 
zu ungenügenden Mengen, so dass eine Sequenzierung nicht möglich war. 
Dahingegen konnte bei der 4,4 kDa Bande genügend Material eluiert werden, 
um eine Ansequenzierung von ungefähr 10 Aminosäuren (Alanin-24 bis Glycin-
34 von rH3) zu ermöglichen (Abb. 15B). Allerdings reichte das Material nicht 
aus, um die phosphorylierte Aminosäure zu identifizieren. Aufgrund der 
ermittelten Sequenz und dem apparenten Molekulargewicht in der Tricin-SDS-
PAGE konnte jedoch auf die Aminosäurereste Threonin-32, Threonin- 45 oder 
Threonin-58 als Akzeptoren der Phosphorylgruppe geschlossen werden. 
Interessanterweise handelt es sich bei der Aminosäure N-terminal von Alanin-
24 in rH3 um Lysin-23 und nicht um einen Glutamat oder Aspartatrest (Abb. 
15B). Demnach kam es unter den von uns gewählten Bedingungen, die den 
Bedingungen des Herstellers der V8-Protease entsprachen, offensichtlich zu 
einer untypischen Spaltung C-terminal eines Lysinrestes. Bei der 
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Sequenzierung von ungespaltenem rekombinantem Histon H3 bis zu Lysin-23 
ergab sich kein Anhalt für eine chemische Veränderung des Lysinrestes, wie 
etwa eine Carboxylierung. Demnach kann bei dem Ergebnis nicht von der Folge 
einer unbeabsichtigten Modifikation von Lysin-23 ausgegangen werden. Auch 
wenn die Ursache dieser untypischen Beobachtung nicht geklärt werden 
konnte, so handelte es sich doch um ein spezifisches Phänomen, da es auch 
nach mehrfacher Wiederholung mit verschiedenen Chargen der Protease 
beobachtet wurde. 
 
Um hinreichende Mengen des phosphorylierten Fragments für den EDMAN-
Abbau zu erhalten, wurden durch DYRK1A-∆C radioaktiv markiertes rH3 erneut 
durch V8-Protease gespalten und die proteolytischen Fragmente durch RP-
HPLC aufgetrennt (Abb. 16A). Im Eluat fand sich lediglich ein 
Absorptionsmaximum, in dem Radioaktivität nachweisbar war. Die Auftrennung 
von Aliquots der gesammelten Eluatfraktionen durch Tricin-SDS-PAGE zeigte, 
dass es sich hierbei um das Fragment mit einem Molekulargewicht von 4,4 kDa 
handelte (Abb. 16B). 
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Abb. 16: Isolation eines phosphorylierten Fragmentes von Histon H3 
(A) 12 nmol durch GST-DYRK1A-∆C phosphoryliertes und mit 32P markiertes, 
rekombinantes Histon H3 wurden für 20 h mit Endoproteinase Glu-C/V8-Protease  
verdaut und die Reaktionsprodukte in einem linearen Acetonitril-Gradienten (0,5 %(v/v) 
in 0,06 %(v/v) Trifluoressigsäure) bei 1 ml/min über eine SephasilC-18 Säule mittels 
RP-HPLC aufgetrennt. Das Eluat wurde in 1 ml-Fraktionen gesammelt und die 
radioaktive Markierung anhand des Çerenkov-Effekts ausgezählt. Dargestellt sind das 
Absorptionsprofil bei 260 nm, der Acetonitril-Gradient (Linie) und die radioaktive 
Markierung der Fraktionen (Balken), sowie die Nummerierung der in (B) aufgetrennten 
Fraktionen (arabische Ziffern in Kreisen). 
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(B) Tricin-SDS-PAGE. Die in (A) gesammelten Fraktionen wurden entsprechend der 
angegebenen Absorptionsspitzen vereinigt und jeweils ein Aliquot durch SDS-PAGE in 
Tricin-Polyacrylamid-Minigelen (16,5 %) aufgetrennt. Zum Vergleich wurde in der mit 0 
gekennzeichneten Spur ein nicht in der HPLC aufgetrenntes Aliquot des 
Reaktionsansatzes aufgetragen. Die Gele wurden mit Coomassie-R250 gefärbt und 
anschließend autoradiographisch exponiert.  
 
Die anschließend durch EDMAN-Abbau bestimmte Sequenz des Fragmentes 
entsprach der vorherigen Sequenz der 4,4 kDa-Bande ab Alanin-24. Um den 
Spaltungszyklus zu ermitteln, bei dem es zur Abspaltung der markierten 
Phosphoaminosäure kam, wurden sowohl die HPLC-Eluate des automatisierten 
EDMAN-Abbaus als auch das 1-Chlorbutan (Lösungsmittel S2), mit dem die 
Reaktionskammer gespült wurde, gesammelt und die enthaltene Radioaktivität 
im Szintillationszähler bestimmt. Grund dafür, dass auch das Lösungsmittel 
gesammelt wurden, war, dass es bei dem EDMAN-Abbau von Phosphoryl-
aminosäuren zur Spaltung der Phosphorylgruppe kommt, so dass 32P 
größtenteils während dem Spülen der Reaktionskammer gelöst wird und dort 
nachweisbar ist (WANG ET AL., 1988). Sowohl in den HPLC-Eluaten als auch in 
den gesammelten 1-Chlorbutan-Fraktionen kam es zu einem deutlichen Anstieg 
der Radioaktivität mit der Abspaltung des Threonin-45 , der bei dem anderen in 
Frage kommenden Threonin-32 nicht beobachtet wurde (Abb. 17). Da bei dem 
automatisierten EDMAN-Abbau die gespaltete Phosphorylgruppe nur unvoll-
ständig durch den anschließenden Waschschritt entfernt wird, kommt es zu 
einem Überhang der Radioaktivität in die darauf folgenden Zyklen (WANG ET AL., 
1988). Demnach konnte Threonin-45 als Akzeptor der Phosphorylgruppe in der 
durch DYRK1A katalysierten Phosphorylierungsreaktion von Histon H3 
identifiziert werden. 
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Abb. 17: EDMAN-Abbau des phosphorylierten Fragmentes aus Histon H3 
12 nmol durch GST-DYRK1A-∆C phosphoryliertes und mit 32P-markiertes 
rekombinantes Histon H3 wurden mit Endoproteinase Glu-C/V8-Protease verdaut und 
anschließend durch RP-HPLC aufgetrennt (Abb. 16). Das 32P-markierte Fragment 
wurde durch automatisierten EDMAN-Abbau sequenziert. Die eluierten PTH-
Aminosäuren (A), sowie das Lösungsmittel S2, mit dem die Reaktionskammer gespült 
wurde, wurden gesammelt und die enthaltene Radioaktivität anhand des ÇERENKOV-
Effektes ausgezählt. Dargestellt sind lediglich die Fraktionen der Aminosäurereste um 
die potentiellen Phosphoaminosäure (umrahmte Reste). Die Aminosäuren sind im Ein-
Buchstaben-Code zusammen mit ihrer Position angegeben. Der Pfeil kennzeichnet 
den identifizierten Phosphoaminosäurerest.  
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3.4.4. Phosphorylierung von Punktmutanten von rH3 
Um dieses Ergebnis mit einer unabhängigen Methode zu bestätigen, wurden 
die drei in Frage kommenden Threoninreste Threonin-32, Threonin-45 und 
Threonin-58 zu nicht phosphorylierbarem Alanin mutiert. Die entsprechenden 
Punktmutanten rH3-T32A, -T45A und -T58A wurden als Substrate in in vitro 
Phosphorylierungsreaktionen mit GST-DYRK1A-∆C eingesetzt (Abb. 18). Durch 
Mutation von Threonin-45 konnte die radioaktive Markierung von rH3 
vollständig verhindert werden, wohingegen es bei den anderen beiden 
Mutationen zu keiner Abnahme der Phosphorylierung kam. Somit konnte 
bestätigt werden, dass Threonin-45 der einzige Aminosäurerest in 
rekombinantem Histon H3 ist, der unter den gewählten Bedingungen effizient 
durch DYRK1A phosphoryliert wird. 
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Abb. 18: Histon H3-Punktmutanten 
2 µg rH3 bzw. 2 µg der angegebenen rH3-Punktmutanten wurden durch GST-
DYRK1A-∆C (50 pmol/ml) in der Anwesenheit von [γ-32P]ATP (500 µM) phosphoryliert 
und anschließend durch SDS-PAGE (14 % Gel) aufgetrennt. Das übertragene 
32Phosphat wurde anhand des Autoradiogrammes  des getrockneten Gels ermittelt (A). 
Die Coomassie-Färbung (B) zeigt, dass gleiche Mengen Histon H3 aufgetragen 
wurden. Zur Sicherstellung, dass gleiche Mengen GST-DYRKK1A-∆C eingesetzt 
wurden, wurde das Gel 48 h überexponiert (C) und somit die Kinase anhand ihrer  
Autophosphorylierung dargestellt. 
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3.5. Das synthetisierte Oligopeptid H338-52  
3.5.1. Phosphorylierung von H338-52 
Bei vielen Proteinkinasen spielen Aminosäurereste direkt N- und C-terminal der 
Akzeptoraminosäure in potentiellen Substraten eine Rolle dabei, ob sie von der 
Kinase als Substrat erkannt werden oder nicht. Beim Vergleich verschiedener 
Substrate einer Proteinkinase werden häufig einige gleiche oder sehr ähnliche 
Aminosäurereste direkt N- und C-terminal um die Akzeptoraminosäure 
gefunden. Diese spielen eine Rolle dabei, dass die Proteine von der Kinase als 
Substrat erkannt und an der entsprechenden Stelle phosphoryliert werden. 
Diese Merkmale in der Sequenz bzw. Primärstruktur werden als 
Erkennungssequenz oder Konsensusmotiv bezeichnet. Um zu untersuchen, ob 
Sequenzabschnitte N- und C-terminal von Threonin-45 in rH3 derartige 
Funktionen bei der Phosphorylierung durch DYRK1A übernehmen könnten, 
wurde ein Oligopeptid von 15 Aminosäuren Länge, das der Sequenz von rH3 
sieben Aminosäurereste N-terminal bis sieben Aminosäurereste C-terminal um 
Threonin-45 entsprach, synthetisiert (H338-52). Da dieses Oligopeptid auch die 
Aminosäure Tyrosin-41 umfasste, das wider Erwarten in H338-52 durch DYRK1A 
hätte phosphoryliert werden können, wurde ein zweites Oligopeptid, bei dem 
dieser Tyrosinrest gegen nicht phosphorylierbares Phenylalanin ausgetauscht 
wurde, synthetisiert (H338-52Y41F).  
 
Abbildung 19A zeigt die zeitlichen Verläufe über 64 min von in vitro 
Phosphorylierungsreaktionen mit GST-DYRK1A-∆C, bei denen unterschiedliche 
Proteine und Peptide als Substrate eingesetzt wurden. Bei den beiden Peptide 
H338-52 und H338-52Y41F kam es ebenso wie bei den beiden Proteinen rH3 und 
MBP zu einer stetigen Zunahme der Phosphorylierung in Abhängigkeit der Zeit. 
Während zwischen den beiden Peptiden kein wesentlicher Unterschied 
bestand, wurden sie im Vergleich zu den beiden Proteinen mit einer deutlich 
höheren Umsatzrate phosphoryliert. Wie erwartet zeigte sich zudem eine über 
die Zeit deutlich stärkere Phosphorylierung von MBP im Vergleich zu rH3. 
Dahingegen wurden zwei andere Peptide, die als Substrate der cAMP-
abhängigen Proteinkinase (Kemptide (KEMP ET AL.,1977)) bzw. von 
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Proteinkinasen mit dualer Spezifität (Angiotensin II (FEATHERSTONE & RUSSELL 
(1991); YUAN ET AL. (1993)) beschrieben wurden, nicht als Substrate erkannt. 
Die Phosphoaminosäureanalyse des phosphorylierten Peptides H338-52 wies 
ausschließlich Phosphothreonin nach (Abb. 19B).  
 
 
0 10 20 30 40 50 60
0
10
20
MBP
rH3
Kemptide
AT II
Kontrolle
{
H338-52
H338-52Y41F
Zeit/min
Ph
os
ph
at
tr
an
sf
er
/p
m
ol
A
PY
PT
PS
B
Ph
os
ph
at
tr
an
sf
er
/p
m
ol
Ph
os
ph
at
tr
an
sf
er
/p
m
ol
Ph
os
ph
at
tr
an
sf
er
/p
m
ol
 
Abb. 19: Phosphorylierung von H338-52 
(A) Phosphorylgruppentransfer über die Zeit. Die angegebenen Substrate wurden 
jeweils bei einer Konzentration von 100 µM mit 26 pmol/ml GST-DYRK1A-∆C in der 
Anwesenheit von 500 µM [γ-32P]ATP inkubiert. Zu den angegebenen Zeitpunkten 
wurde den Ansätzen Aliquots entnommen und der Einbau von Phosphat durch 
Bindung an Phosphocellulose Papier (P-81) ermittelt. Zur Kontrolle der 
Autophosphorylierung wurde zudem ein Ansatz ohne Substrat analysiert (Kontrolle). 
(B) Phosphoaminosäureanalyse. 20 nmol H338-52 wurden bei einer Konzentration von 1 
mM für 60 min mit 0,4 pmol GST-DYRK1A-∆C in der Anwesenheit von 200 µM [γ-
32P]ATP inkubiert. Die Reaktion wurde durch Aufbringen auf Phosphocellulose-Papier 
(P-81) und Waschen in 5 %(v/v) ortho-Phosphosäure gestoppt. Das gebundene Peptid 
wurde mit Ammoniakwasser vom Papier eluiert und anschließend in HCl hydrolysiert. 
Das Hydrolysat wurde dünnschichtchromatographisch auf Zellulose aufgetrennt und 
schließlich autoradiographisch exponiert. 
 
Demnach wird H338-52 in vitro spezifisch und effizient durch DYRK1A-∆C an 
dem enthaltenen Threoninrest phosphoryliert. Hieraus lässt sich schließen, 
dass sich auch bei rH3 innerhalb der 14 Aminosäuren um Threonin-45 
ausreichende Informationen für eine Substraterkennung befinden. 
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3.5.2. Enzymkinetische Analysen von H338-52  
Um die Affinität und die Effektivität in der Phosphorylierungsreaktion der beiden 
Peptidsubstrate H338-52 und H338-52Y41F durch DYRK1A mit den 
Proteinsubstraten vergleichen zu können, wurden von der in vitro Phos-
phorylierungsreaktion ebenfalls Kinetiken in Abhängigkeit der Substrat-
konzentration erstellt. Tabelle 8 fasst die Ergebnisse als Km-Werte, Wechsel-
zahlen (kcat) und kcat /Km-Quotienten zusammen, während Abbildung 20 die 
Ergebnisse als MICHAELIS-MENTEN-Darstellung der Reaktionsgeschwindigkeiten 
als Funktion der Substratkonzentration wiedergibt.  
  
 
Tab. 8: Enzymkinetische Konstanten der Phosphorylierung von H338-52 und 
H338-52Y41F durch DYRK1A 
Der Transfer von 32P durch GST-DYRK1A-∆C auf H338-52 und H338-52Y41F wurde als 
Dreifachbestimmung bei unterschiedlichen Substratkonzentrationen ermittelt. Zum 
Vergleich sind die in 3.4.1. ermittelten Werte für das Ursprungsprotein rH3 mit 
angegeben. 
 
Substrat  Km  /(µM) kcat  /(min-1) kcat/Km  /(min-1µM-1) 
rH3 (1) 
(2) 
1,07 ±0,12 
1,10 ±0,09 
0,63 ±0,02 
0,55 ±0,01 
0,544 
H338-52 (1)  
(2) 
274 ±30 
298 ±23 
8,92 ±0,39 
6,10 ±0,19 
0,027 
H338-52Y41F (1) 
(2) 
206 ±28 
224 ±28 
5,91 ±0,30 
5,91 ±0,28 
0,028 
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Abb. 20: Enzymkinetiken der Phosphorylierung der synthetisierten Oligo-
peptide 
Die synthetischen Oligopeptide H338-52 (A) und H338-52Y41F (B) wurden für 8 min in den 
angegebenen Konzentrationen mit 20 pmol/ml GST-DYRK1A-∆C in der Anwesenheit 
von [γ-32P]ATP inkubiert. Die Menge an in Histon H3 eingebautem 32Phosphor wurde 
als Dreifachbestimmung durch Aufbringen von 10 µl Aliquots auf Phosphocellulose-
Papier (P-81), Waschen in 5 %(v/v) ortho-Phosphorsäure und Auszählen in einem 
Szintillationszähler ermittelt. Das Ergebnis eines repräsentativen Versuches ist in Form 
nicht-linearisierter Diagramme dargestellt. Die Km- und vmax-Werte wurden durch 
direktes Einsetzten der Messwerte in die MICHAELIS-MENTEN-Gleichung mit Hilfe der 
GraphPad Prism 1.03 Software ermittelt. Die Ergebnisse der enzymkinetischen 
Analysen sind im Einzelnen im Anhang Tabelle 13 (Seite 120) dargelegt. 
 
Die beiden Peptide H338-52 und H338-52Y41F unterschieden sich weder in ihrem 
Km-Wert noch in ihrem kcat-Wert nennenswert voneinander, wiesen jedoch 
ungefähr zweihundert- bis dreihundertfach höhere Km-Werte, aber auch zehn- 
bis fünfzehnfach höhere kcat-Werte als das rekombinante Histon H3 auf. Somit 
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ist die Affinität der Peptidsubstrate zu DYRK1A deutlich erniedrigt im Vergleich 
zu ihrem Ursprungsprotein Histon H3.  Dahingegen ist die maximale 
Umsatzrate deutlich erhöht, so dass bei maximaler Sättigung der Reaktion 
mehr Peptidsubstrat pro Zeiteinheit durch DYRK1A phosphoryliert werden 
kann. Somit ist klar zu erkennen, dass sich auch in den beiden 
Peptidsubstraten um den Aminosäurerest Threonin-45 ausreichende 
Sequenzmerkmale für eine Erkennung und effiziente Phosphorylierung durch 
DYRK1A befinden. 
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4.1. Die Autophosphorylierung von DYRK1A 
4.1.1. Die duale Spezifität von DYRK1A 
Die vorliegende Arbeit beschäftigte sich zum einen mit dem Phänomen der 
Tyrosin-Autophosphorylierung von DYRK1A, die für DYRK1A erstmalig nach 
rekombinanter Expression in E. coli im Immunoblot mit einem Anti-Phospho-
tyrosin-Antikörper nachgewiesen werden konnte (KENTRUP ET AL, 1996). 
Punktmutanten, bei denen verschiedene Tyrosinreste zu nicht phos-
phorylierbarem Phenylalanin mutiert wurden, zeigten im Rahmen dieser Arbeit, 
dass es sich bei dem immunoreaktiven Phosphotyrosin um den phos-
phorylierten Tyrosinrest-111 in der N-terminalen, extrakatalytischen Domäne 
handelt (Abb. 7). Daneben scheint Tyrosin-104 aus noch ungeklärten Gründen 
für eine effiziente Autophosphorylierung am Tyrosin-111 notwendig zu sein.  
 
Später durchgeführte massenspektrometrische Untersuchungen bestätigten die 
Autophosphorylierung an Tyrosin-111 und wiesen zudem die Phosphorylierung 
eines Serinrestes in der N-terminalen Domäne (Serin-97) und eines 
Tyrosinrestes der Aktivierungsschleife (Tyrosin-321) nach (HIMPEL ET AL, 2001). 
Somit konnten frühere Beobachtungen bestätigt und spezifiziert werden 
(KENTRUP ET AL., 1996) , dass es sich bei DYRK1A um eine Proteinkinase mit 
dualer Spezifität handelt, die sich selber sowohl an Tyrosin als auch an 
Serin/Threonin phosphorylieren kann. 
 
Obwohl bis jetzt neun Aminosäurereste identifiziert wurden, die als Akzeptoren 
für die Phosphorylgruppe bei der Kinasereaktion dienen könne, phosphorylieren 
die meisten Proteinkinasen entweder alkoholische Hydroxylgruppen von Serin- 
bzw. Threoninresten oder phenolische Hydroxylgruppen von Tyrosinresten 
(LINDBERG ET AL., 1992). Neben klar erkennbaren Sequenzunterschieden liegen 
zwischen den Serin/Threonin- und den Tyrosin-spezifische Kinasen deutliche 
Unterschiede im enzymatischen Mechanismus (TAYLOR ET AL., 1995). Um so 
erstaunlicher ist es, dass einige Proteinkinasen in der Lage sind sowohl Serin-
/Threonin- als auch Tyrosinphosphorylierungen zu katalysieren (LINDBERG ET 
AL., 1992). Diese werden zunächst unabhängig davon, ob es sich um eine 
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physiologische Aktivität handelt, als Proteinkinasen mit dualer Spezifität 
bezeichnet. Somit fallen hierunter auch Proteinkinasen, bei denen dieses 
Phänomen nur in vitro oder in artifiziellen Expressionssystemen beobachtet 
wird. Außerdem wird zunächst nicht berücksichtigt, ob es sich um eine duale 
Spezifität bezüglich der Phosphorylierung von Substraten handelt, oder ob sie 
als Autophosphorylierungsreaktion beobachtet wird. Man muss sich jedoch vor 
Augen halten, dass eine intramolekulare Autophosphorylierung kinetisch und 
sterisch begünstigt ist, so dass ihre Spezifität nicht unbedingt die Spezifität 
gegenüber Substraten widerspiegeln muss. Zudem hängt die Spezifität in vitro  
entscheidend von den Reaktionsbedingungen ab, so dass sich beispielsweise 
durch unphysiologisch hohe Mangan-Konzentrationen eine duale Spezifität bei 
der Phosphorylasekinase induzieren, obwohl es sich um eine Serin/Threonin-
Kinase handelt (YUAN ET AL., 1993). Während intrazelluläre 
Tyrosinphosphorylierungen bei den Pflanzen offensichtlich überwiegend durch 
Proteinkinasen mit dualer Spezifität und nicht über eigenständige 
Tyrosinkinasen erfolgt (RUDRABHATLA & RAJASEKHARAN, 2002), wird dieses bei 
den Tieren hauptsächlich über Tyrosinkinasen geregelt (LINDBERG ET AL., 1992). 
Eine physiologische Funktion der Tyrosinphosphorylierung durch 
Proteinkinasen mit dualer Spezifität konnte bisher nur für wenige der bekannten 
Kinasen mit dualer Spezifität nachgewiesen werden. So aktivieren die MAP-
Kinasen-Kinasen ihr physiologisches Substrat, die MAP-Kinasen, durch 
Phosphorylierung eines Threonin- und eines Tyrosinrestes in deren 
Aktivierungsschleife (DHANASEKARAN & REDDY,  1998). Bei der Mehrzahl der 
Kinasen mit dualer Spezifität handelt es sich dagegen um Proteinkinasen, bei 
denen in vitro oder nach artifizieller Überexpression eine Autophosphorylierung 
an Tyrosinresten beobachtet wurde. Dies ist auch bei den mit DYRK1A näher 
verwandten Cyclin-ähnlichen-Kinasen CLK1 (DUNCAN ET AL., 1995) und CLK2 
(LEE ET AL., 1996) oder den MAP-Kinasen ERK1 und ERK2 (SEGER ET AL., 1991) 
der Fall. Während bei den MAP-Kinasen eine physiologische Funktion der 
Tyrosin-Autophosphorylierung aufgrund der geringen Geschwindigkeit eher 
unwahrscheinlich ist (CHILDS & MAK, 1993), ist sie bei den Cyclin-ähnlichen-
Kinasen nicht auszuschließen, auch wenn sie in vivo bisher nicht nachgewiesen 
werden konnte (NAYLER ET AL., 1998). 
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4.1.2. Die Funktion des Phosphotyrosin-111 
Sequenzvergleiche mit den zu DYRK1A homologen Proteinen und 
translatierten ESTs aus anderen Spezies zeigen, dass sich Tyrosin-111 in einer 
hoch konservierten Region befindet (Abb. 21). Dies ist in sofern auffällig, dass 
die Kinasen der DYRK-Familie sich zwar bezüglich der Aminosäuresequenz 
innerhalb der katalytischen Domäne sehr ähnlich sind, sich die N- und C-
terminalen Abschnitte jedoch teilweise deutlich voneinander unterscheiden 
(BECKER & JOOST, 1999). So sind beispielsweise die N-terminalen Abschnitte 
der beiden homologen Kinasen DYRK1A aus der Ratte und MBK1 aus 
Caenorhabditis elegans nur zu 31% identisch, während sie in den um Tyrosin-
111 von DYRK1A homologen Abschnitten nur geringfügig von einander 
abweichen. Ähnliches lässt sich im Vergleich zu der verwandten Kinase 
DYRK1B beobachten, die in der katalytischen Domäne zu 84% identisch zu 
DYRK1A, in dem gesamten N-terminalen Abschnitt jedoch nur zu 46%. 
Derartige hohe Konservierungen von Sequenzabschnitten sprechen dafür, dass 
die betroffenen Abschnitte wichtig für die Funktion der Kinasen sind. 
Spontanmutationen innerhalb dieser Abschnitte würden die Funktion 
beeinträchtigen und würden ausselektiert. 
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DYRK1A
Spezies Protein Sequenz Accession
rn DYRK1A LIKTYKHINEVYYAKKKRRHQQGQGDDS ep:Q63470
rn DYRK1B LIKTYKHINEVYYAKKKRRAQQAPPQDS ep:XP_218378
hs DYRK1A LIKTYKHINEVYYAKKKRRHQQGQGDDS ep:Q13627
gg DYRK1A LIKTYKHINEVYYAKKKRRHQQGQGDDS ep:NP_989881
xl DYRK1A LIKTYKHINEVYYTKKKRRAQQVPPEDS ep:AAH44104
dr LIKTYKHINEVYYAKKKRRHQQGQGEDS en:CK147310
ci LIKTYKHINEVYYAKKKRRAQQQSSEET en:BW298331
dm MNB LIKTYKHINEVYYAKKKRRAQQTQGDDD ep:P49657
ce MBK1 LIKTYKAINES FYLRKQVRRDRHKSQDA ep:NP_510460
bm LIKTYKGINESYYARKAKRRHEQEHHTH en:AA842511
sm LIRTYKNINEVYYRKKRRIREQISEDSI en:CD178615
dd LIKTYKHINQVYYTAKAKKKQ....... ep:AAS38807
****** *** **  *
 
Abb. 21: Sequenzvergleich homologer Abschnitte um Tyrosin-111 
Mit Hilfe des BLAST-Programmpaketes (www. ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) wurde mit den 
Aminosäureresten 100-125 von DYRK1A der Ratte nach ähnlichen 
Sequenzabschnitten in anderen Proteinen gesucht.  Die Position des in DYRK1A 
autophosphorylierten Tyrosin-111 mit den flankierenden Sequenzabschnitten, sowie 
die entsprechende Sequenzabschnitte der gefundenen Proteine ist in tabellarischer 
Form dargestellt. Spezies: rn, Rattus norvegicus; hs, Homo sapiens; gg, Gallus gallus; 
xl, Xenopus laevis; dr, Danio rerio; ci, Ciona intestinalis; dm, Drosophila melanogaster;  
ce, Caenorhabditis elegans; bm, Brugia malayi; sm, Schistosoma mansoni; dd, 
Dictyostelium discoideum. Datenbankzugangsnummer: ep, Entrez Protein; en, Entrez 
Nucleotide. Tyrosin-111 in DYRK1A bzw. die entsprechenden Reste der anderen 
Proteine sind eingerahmt, die potentielle PTB-Bindungsstellen sind unterstrichen und 
der Beginn potentieller Kernlokalisationsmotive sind doppelt unterstrichen. Die 
Sternchen markieren konservierte Aminosäurereste. 
 
 
Autophosphorylierungsreaktionen können in der Zelle eine Reihe von 
Funktionen übernehmen. Eines der am besten untersuchten Beispiele ist die 
Autophosphorylierung der Insulin-Rezeptor-Kinase (HUBBARD, 1997). Unter 
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Einfluss von Insulin kommt es zur Dimerisierung des Rezeptors, der sich 
daraufhin an drei Tyrosinen in der Aktivierungsschleife autophosphoryliert und 
damit aktiviert. Demnach übernimmt hier die Autophosphorylierung eine 
Funktion bei der  dynamischen Kontrolle der katalytischen Aktivität der 
Rezeptorkinase. Dahingegen ist bei der cAMP-abhängigen Proteinkinase A die 
Autophosphorylierung in der Aktivierungsschleife zwar ebenfalls für die 
Entfaltung der enzymatischen Aktivität notwendig, wobei die Kinase jedoch 
permanent autophosphoryliert vorliegt, so dass es sich nicht um einen 
dynamischen Kontrollmechanismus handelt (JOHNSON ET AL., 1998). 
 
Sequenzabschnitte außerhalb der katalytischen Domäne können bei 
Proteinkinasen für eine Reihe verschiedener Funktionen zuständig sein. Sie 
können für die korrekte dreidimensionale Faltung der Kinase bei der 
Biosynthese (YON, 2002), für die subzelluläre Lokalisation (JANS & HÜBNER, 
1996) sowie für die Integration in zelluläre Membranen (WHITE & KAHN, 1994) 
notwendig sein. Außerdem beeinflussen sie häufig die Interaktion mit anderen 
Proteinen, Liganden und den Substraten (PAWSON & SCOTT, 1997), sowie die 
enzymatische Aktivität der Kinasen (KING ET AL., 1983). Des Weiteren können 
extrakatalytische Sequenzabschnitte die Degradationsgeschwindigkeit der 
Kinase mitbestimmen (ROGERS, 1986). Die Funktionen dieser extrakatalytischen 
Abschnitte können wiederum durch Phosphorylierung und Dephosphorylierung 
gesteuert werden. Neben der Autophosphorylierung der Aktivierungsschleife 
werden bei einigen Proteinkinasen auch Autophosphorylierungen von 
extrakatalytischen Abschnitten und Untereinheiten beobachtet, was Einfluss auf 
deren Funktionszustand nehmen kann. So kann sich die Phosphorylasekinase 
in einer Calcium-abhängigen Reaktion in der regulatorischen Untereinheiten 
selber phosphorylieren, was ebenso wie die Phosphorylierung der 
regulatorischen Untereinheiten durch die cAMP-abhängige Proteinkinase A zur 
Aktivierung der Phosphorylasekinase führt (BRUSHIA & WALSH, 1999; KING ET 
AL., 1983). Während die Autophosphorylierung von DYRK1A in der 
Aktivierungsschleife für die enzymatische Aktivität notwendig zu sein scheint 
(KENTRUP ET AL., 1996; HIMPEL ET AL., 2001), hatte die Autophosphorylierung von 
Tyrosin-111  zumindest in vitro unter den gewählten Bedingungen keinen 
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Einfluss auf die Histonphosphorylierung (Abb. 8). Demnach scheint es eher 
unwahrscheinlich, dass die Phosphorylierung von Tyrosin-111 des N-
terminalen, extrakatalytischen Abschnittes an der direkten Regulation der 
enzymatischen Aktivität  von DYRK1A beteiligt ist. 
 
Neben der Regulation der enzymatischen Aktivität können extrakatalytischen 
Domänen noch eine Reihe weiterer Funktionen zukommen. Eine hiervon ist die 
bereits erwähnte Interaktion mit anderen Proteinen. Hierbei kann die Interaktion 
zwischen den beiden Proteinen durch reversible Phosphorylierung beeinflusst 
und kontrolliert werden. Bei der Calcium/Calmodulin-abhängige Kinase II 
(CaMKII) führt die Autophosphorylierung der autoinhibitorischen Domäne nicht 
nur zur Desinhibition der Kinase sondern auch zur Interaktion mit dem NMDA-
Rezeptor, einem Substrat der CaMKII (STRACK & COLBRAN, 1998). Hierbei findet 
die Interaktion ausschließlich mit der autophosphorylierten CaMKII statt, so 
dass sich die Interaktionpartner offensichtlich unter anderem über den 
phosphorylierten Aminosäurerest erkennen. Die Bindung von Proteinen an 
reversibel phosphorylierte Tyrosinreste, vermittelt durch SH2- oder PTB-
Domänen, spielt aber vor allem bei der Signaltransduktion von 
Rezeptortyrosinkinasen eine Rolle (PAWSON & SCOTT, 1997). Obwohl diese 
beide Typen von Domänen an Sequenzabschnitte mit phosphoryliertem Tyrosin 
binden, unterscheiden sie sich in den Proteinen, mit denen sie interagieren. 
Hierbei spielen ähnlich der Erkennung von Substraten durch Proteinkinasen 
spezifische Erkennungssequenzen unmittelbar N- und C-terminal des 
phosphorylierten Tyrosins eine Rolle. SH2-Domänen binden im Allgemeinen an 
Peptide mit der Sequenz YPxxi (x = beliebiger Aminosäurerest, i = hydrophobe 
Seitenkette), wobei je nach SH2-Domäne weitere C-terminal des 
Phosphotyrosins liegende Aminosäuren eine Rolle spielen können (PAWSON & 
SCOTT, 1997). PTB-Domänen dahingegen binden Abschnitte mit der Sequenz 
NxxYPa (x = beliebiger Aminosäurerest, a = aromatische Seitenkette) (LAMINET 
ET AL., 1996). Interessanterweise entspricht die Sequenz um Tyrosin-111 in 
DYRK1A (NEVYPYAK) einer Erkennungssequenz für PTB-Domänen, zeigt 
jedoch keinerlei Ähnlichkeiten zur Erkennungssequenz von SH2-Domänen. Der 
Sequenzvergleich in Abbildung 21 zeigt, dass die PTB-Erkennungsequenz 
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neben anderen Abschnitten auch bei den anderen Kinasen hoch konserviert ist. 
Somit wäre es möglich, dass eine Interaktion zwischen an Tyrosin-111 
phosphoryliertem DYRK1A und Proteinen, die PTB-Domänen enthalten, 
stattfinden kann. Interaktionstudien, wie z. B. Co-Präzipitations- oder Yeast-
Two-Hybrid-Untersuchungen, könnten weitere Aufschlüsse über mögliche 
Interaktionspartner liefern.  
 
Eine weitere Funktion extrakatalytischer, insbesondere N-terminaler,  
extrakatalytischer Sequenzabschnitte kann in der Steuerung des intrazellulären 
Transportes der Proteinkinasen liegen. Während kleinere Proteine bis 40 - 45 
kDa offensichtlich per diffusionem in und aus dem Zellkern gelangen, benötigen 
größere Proteine sogenannte "Kernlokalisationmotive", anhand derer sie 
spezifisch in den Zellkern transportiert werden (JANS & HÜBNER, 1996). Hierbei 
spielt die Interaktion mit einer Reihe anderer Proteine, insbesondere des 
nuklearen Poren-Komplexes (NPC) eine  Rolle. Die N-terminale, extra-
katalytische Domäne von DYRK1A enthält ein sogenanntes "zweiteiliges 
Kernlokalisationsmotiv" (AA 116-134), das sich aus zwei Folgen basischer 
Aminosäurereste zusammensetzt (KENTRUP ET AL., 1996). In der Zellkultur ist in 
COS-7-, HEK293- oder NIH3T3-Zellen überexprimiertes DYRK1A in der Tat vor 
allem im Zellkern anzufinden (BECKER ET AL., 1998; SONG ET AL., 1997). 
Dahingegen findet sich endogene DYRK1A in der primären Zellkultur aus 
Mäusegehirnen sowohl im Zellkern als auch perinuklear und in proximalen 
Zellfortsätzen (MARTÍ ET AL., 2003), so dass offensichtlich ein physiologischer 
Mechanismus die subzelluläre Lokalisation von endogener DYK1A differenziert 
kontrolliert und reguliert. Auch bei anderen Kernproteinen ist eine differenzierte 
Kontrolle des Transportes in den Zellkern beschrieben (JANS & HÜBNER, 1996). 
Hierbei scheint die reversible Phosphorylierung einer der wichtigsten 
Kontrollmechanismen zu sein. Die Phosphorylierung kann sowohl zur 
Verstärkung als auch zur Hemmung des nuklearen Transportes führen. Bei der 
Hemmung spielt neben cytoplasmatischen Retentionsfaktoren, die das 
phosphorylierte Kernprotein erkennen und binden, vor allem die Maskierung der 
Kernlokalisationsmotive eine Rolle. Während bei einigen Proteinen die 
hemmende Phosphorylierung direkt im Kernlokalisationsmotiv stattfindet, 
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werden andere zwischen ein und fünf Aminosäurereste Kn-Terminal des 
Kernlokalisationsmotives phosphoryliert und somit am Eintritt in den Zellkern 
gehindert. Dies scheint möglich zu sein, da der Transport in den Zellkern nicht 
direkt von der Primärsequenz, sondern von der Sekundärstruktur des 
Kernlokalisationsmotives abhängt, die auch durch Veränderungen außerhalb 
des Motivs beeinflusst werden kann. Tyrosin-111 befindet sich fünf 
Aminosäurereste N-terminal des Kernlokalisationsmotives von DYRK1A, so 
dass es möglich wäre, dass die Phosphorylierung von Tyrosin-111 den 
Transport in den Zellkern verhindert. Im Gegensatz zu bakteriell exprimierter 
DYRK1A konnte bei in COS-7-Zellen überexprimierter und ausschließlich im 
Zellkern vorkommender DYRK1A keine Phosphorylierung von Tyrosin-111 
nachgewiesen werden (HIMPEL ET AL., 2001). In wie weit die Phosphorylierung 
von Tyrosin-111 die subzelluläre Verteilung von DYRK1A beeinflussen kann, 
ließe sich in COS-7-Zellen durch Mutationsuntersuchungen, bei denen Tyrosin-
111 zu Glutamat mutiert wurde, feststellen. Die Mutation eines Tyrosinrestes zu 
einem Glutatmatrest kann gelegentlich durch die negative Ladung auf 
funktioneller Ebene die Phosphorylierung des Tyrosinrestes imitieren (SETA & 
SADOSHIMA, 2003). Weitere Aufschlüsse könnten über die Analyse des 
Phosphorylierungszustandes endogener DYRK1A nach subzellulärer 
Fraktionierung erlangt werden. 
 
 
4.2. Die Synthese von rekombinantem Histon H3 
Um Histon H3 als Substrat in in vitro Phosphorylierungsreaktionen mit DYRK1A 
einsetzen und analysieren zu können, wurde eine Methode zur Gewinnung von 
größeren Mengen an rekombinantem Histon H3 entwickelt. Der Vorteil einer 
rekombinanten Herstellung gegenüber nativem Histon aus eukaryotischen 
Zellen lag in der definierten Zusammensetzung ohne Isoformen und 
Modifikationen, sowie der Möglichkeit Punktmutanten des Histon H3 herstellen 
zu können. Die einzige zuvor publizierte Methode zur Präparation von 
rekombinantem Histonen (LUGER ET AL., 1997) erwies sich nicht als praktikabel, 
da sie aufgrund des Zweckes (in vitro Rekonstruktion von Nukleosomen zur 
Röntgen-Kristall-Analyse) zu viel Zeit und Aufwand in Anspruch genommen 
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hätte. Die im Rahmen dieser Arbeit entwickelte Methode setzt sich aus der 
rekombinanten Expression in E. coli, der Aufreinigung des in sogenannten 
"Einschlusskörperchen" ausfallenden Proteins und schließlich der 
Solubilisierung und Renaturierung von Histon H3 (Abb. 11A).  
 
Bei Einschlusskörperchen bzw. Inclusion Bodies handelt es sich um Aggregate 
denaturierten Proteins (RUDOLPH & LILIE, 1996). Dieses Phänomen wird 
bisweilen bei der rekombinanten Synthese von Proteinen in Bakterien 
beobachtet. Hiervon sind zum einen besonders rekombinante Proteinen 
betroffen, die auf physiologische Weise nur in eukaryotischen Zellen 
vorkommen, zum anderen Proteine, die in den Bakterien mit einer sehr hohen 
Rate synthetisiert werden und somit in hoher Konzentration vorliegen. Der 
Grund liegt in der Aggregation des wirtsfremden Proteins, das aus der 
Polypeptidkette nicht in seine korrekte lösliche Tertiärstruktur gebracht werden 
kann und somit in nicht oder falsch aufgefalteter Form unlöslich in den 
Einschlusskörperchen aggregiert. Der Vorteil in der Bildung von 
Einschlusskörperchen bei der rekombinanten Gewinnung von Proteinen liegt 
darin, dass die Einschlusskörperchen nur geringe Mengen an anderen 
Proteinen enthalten, so dass die Aufreinigung der Einschlusskörperchen, die 
einfach abzentrifugiert werden können, zu sehr homogenem rekombinantem 
Protein führt. Das Problem liegt darin, das aggregierte, unlösliche Protein 
wieder in eine renaturierte, lösliche Form zu bringen. Hierfür wurde in der 
vorliegenden Arbeit das rekombinante Histon H3 zunächst in Guanidinium-HCl 
denaturiert bzw. entfaltet und somit in Lösung gebracht. Die Faltung in eine 
lösliche, renaturierte Form erfolgte während der Gelfiltration mit stark 
verdünnter Salzsäure. Sämtliche Versuche, das Histon aus dem Guanidinium-
HCl direkt beispielsweise mittels Dialyse in einen Puffer zu überführen, 
schlugen fehl, da das Histon jedes Mal erneut ausfiel. Die Salzsäure konnte 
mitttels Lyophilisation wieder entfernt werden und das resultierende Histon 
direkt in ddH2O gelöst werden. 
 
Histon H3 wird häufig als in vitro  Substrat eingesetzt, um neu entdeckte 
Proteinkinasen, bei denen noch kein physiologisches Substrat bekannt ist, zu 
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untersuchen. So wurden beispielsweise die cAMP-abhängige Proteinkinase A 
(PKA), die DAP-ähnliche Kinase (DLK) oder die Testis-spezifische 
Proteinkinase 1 (TESK1) durch die Phosphorylierung von nativem Histon H3 
weiter charakterisiert (TAYLOR, 1982; KÖGEL ET AL., 1998; TOSHIMA ET AL., 1999). 
Selbst hoch aufgereinigte Histonpräparationen aus Eukaryoten weisen jedoch 
zwangsläufig eine Reihe von Verunreinigungen auf. Aufgrund von 
Verunreinigungen mit anderen Proteinen ist eine endgültige Festlegung des 
Substrates oft nicht möglich. Sowohl die elektrophoretische (SDS-PAGE) als 
auch die chromatographische (RP-HPLC) Auftrennung zeigten, dass es sich bei 
dem rekombinanten Histon H3 um eine relativ homogene Präparation mit 
wenigen Kontaminationen durch Fremdproteine oder Fragmente handelte (Abb. 
11B und Abb. 12A). Auch in der Massenspektrometrie (MALDI-TOF-MS) und in 
der Aminosäuresequenzierung fanden sich nur sehr geringe Kontaminationen 
(Abb. 14 und Abb. 12B).  
 
Weitere Gründe für Verunreinigungen sind, dass in der eukaryotischen Zelle 
verschiedene Isoformen der Histone mit geringgradigen Sequenzunterschieden 
sowie unterschiedliche posttranslationale Modifizierungen, wie Acetylierungen, 
Methylierungen und Phosphorylierungen vorkommen (FRANKLIN & ZWEIDLER, 
1977; VAN HOLDE; 1989). Posttranslationale Modifikationen sowie das Vorliegen 
unterschiedlicher Isoformen können zu Schwierigkeiten bei enzymkinetischen 
Untersuchungen und der Bestimmung von Erkennungsmotiven führen. 
Aufgrund der rekombinanten Herstellung konnte ausgeschlossen werden, dass 
in der Präparation unterschiedliche Isoformen enthalten waren. Die 
Aminosäuresequenzierung ließ bis auf eine Abspaltung des N-terminalen 
Methionins keine posttranslationalen Modifikationen erkennen.  
 
Das äußerst homogene und offensichtlich nicht posttranslational modifizierte 
Histon H3 stellte demnach ein optimales Substrat zur Untersuchung von 
DYRK1A und anderen Proteinkinasen dar.  
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4.3. Die Phosphorylierung von Histon H3 und H338-52 durch 
DYRK1A 
Im dritten Teil dieser Arbeit wurde die in vitro Phosphorylierung von 
rekombinantem Histon H3 durch DYRK1A genauer untersucht. Die kinetischen 
Untersuchungen zeigten, dass es sich um ein effizientes Substrat der Kinase 
handelt (Abb. 13). Mittels enzymatischer Spaltung und 
Aminosäuresequenzierung konnte Threonin-45 als Akzeptoraminosäure der 
Phosphorylgruppe identifiziert werden (Abb. 17). Punktmutationen bestätigten 
dieses Ergebnis (Abb. 18). Ein anhand der Sequenz um Threonin-45 in vitro 
synthetisiertes Oligopeptid (H338-52) wurde ebenfalls effizient durch DYRK1A an 
Threonin phosphoryliert (Abb. 20). Die Affinität von DYRK1A zu dem 
Oligopeptid war jedoch zwei- bis dreihundertfach niedriger als zu Histon H3. 
Eine erniedrigte Affinität von Peptidsubstraten zu ihrer Kinase (bzw. ein 
erhöhter Km-Wert) im Vergleich zu dem Ursprungsprotein, aus dem sie 
hergeleitet wurden, wird auch bei anderen Kinasen und ihren Substraten 
beobachtet, was darauf hindeutet, dass neben des unmittelbar um die 
Akzeptoraminosäure befindlichen Konsensusmotiv weiter entfernte Struktur-
merkmale mit für die Erkennung und Affinität zur Kinase verantwortlich seien 
können (JOHNSON ET AL., 1998). Neben erhöhten Km-Werten finden sich bei 
Substratpeptiden häufig erhöhte Umsatzraten (bzw. ein höhere kcat-Werte), wie 
es auch bei H338-52 der Fall war. Da es sich bei den Peptidsubstraten um 
kleinere Moleküle handelt als bei den Ursprungspeptiden, haben sie eine 
höhere Diffusionsrate, so dass sie sowohl als Substrat schneller das 
katalytische Zentrum erreichen, als auch als Produkt mit einer höheren 
Geschwindigkeit von der Kinase abdiffundieren. Aufgrund dessen können sich 
trotz niedriger Affinität schneller umgesetzt werden, was zu der höheren 
Wechselzahl im Vergleich zum Ursprungssubstrat führt. Insgesamt konnte 
demzufolge gezeigt werden, dass H338-52 hinreichende Sequenzmerkmale 
enthält, um von DYRK1A erkannt und phosphoryliert zu werden.  
 
Erkennungssequenzen sind bestimmte Aminosäurereste N- und C-terminal 
einer phosphorylierten Aminosäure, anhand derer Proteinkinasen ihre Substrate 
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erkennen können (CARMEL & KURET, 1992). Finden sich für eine Proteinkinase 
regelmäßig einige dieser Aminosäuren um die Phosphorylierungsstelle in 
verschiedenen Substraten wieder und führt deren Mutation dazu, dass das 
Protein nicht länger oder sehr viel schlechter als Substrat erkannt wird, so 
werden sie auch als Konsensusmotiv der Proteinkinase bezeichnet. Ist für eine 
Proteinkinase ein solches Konsensusmotiv aus in vitro Untersuchungen 
bekannt, so können hierdurch Rückschlüsse auf mögliche physiologische 
Substrate gezogen werden. Umgekehrt kann bei einem aus der Zelle isolierten 
phosphorylierten Protein die Phosphorylierungsstelle ermittelt werden und die 
flankierenden Aminosäuren mit bekannten Konsensusmotiven verglichen 
werden. Hierdurch kann auf potentielle Proteinkinasen, die für die 
Phosphorylierung verantwortlich seien könnten, geschlossen werden. So wurde 
beispielsweise anhand des Konsensusmotivs für DYRK1A diese als potentielle 
Kinase des eukaryotischen Initiationsfaktor 2Bε (eIF2Bε) an Serin-539 ermittelt 
(WOODS ET AL., 2001a). Diese Phosphorylierung ist notwendig, damit die 
Glykogen Synthetase Kinase 3 (GSK3) eIF2Bε als Substrat erkennen und 
mittels Phosphorylierung inhibieren kann. Ein weiterer Sinn in der Identifikation 
von Konsensusmotiven und der Synthese von Peptidsubstraten liegt darin, dass 
für die Strukturauflösung von Proteinkinasen in ihrer aktiven Form mittels 
Röntgenstrukturanalysen häufig Komplexe mit Peptidsubstrate für das 
Erzeugen regelmäßiger Kristalle verwendet werden (KNIGHTON ET AL., 1991;  
HUBBARD, 1997; LOWE ET AL., 1997).  
 
Meist sind ein oder zwei strukturell besondere Aminosäuren als 
Erkennungssequenz von entscheidender Bedeutung, beispielsweise zwei 
Argininreste zwei bzw. drei Aminosäurereste N-terminal der 
Phosphorylierungsstelle (Position P-3 und P-2) bei der Phosphorylierung von 
Substraten durch Proteinkinase A (KEMP ET AL., 1997). Die Positionen der 
einzelnen Aminosäurereste werden nach allgemeiner Übereinkunft in Bezug zur 
Akzeptoraminosäure gesetzt, wobei diese die Position P±0, die N-terminal 
gelegenen Reste die Positionen P–1, P–2 usw. und die C-terminal gelegenen 
Reste die Positionen P+1, P+2 usw. erhalten (KNIGHTON ET AL., 1991). 
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H338-52 hat die Primärsequenz PHRYRPGTPVALREIR. Strukturell auffällige 
Aminosäuren unmittelbar N- und C-terminal von Threonin-45 sind der 
Tyrosinrest in Position P-4, der Argininrest in Position P-3, der Prolinrest in 
Position P-2 und der Argininrest in Position P+4. Da H338-52Y41F mit der 
Mutation des Tyrosinrestes enzymkinetisch gleichermaßen wie H348-52 durch 
DYRK1A phosphoryliert wurde (Abb. 13), erscheint es eher unwahrscheinlich, 
dass der Tyrosinrest ein Bestandteil des Konsensusmotivs von DYRK1A ist. 
Das Konsensusmotiv der nahe verwandten MAP-Kinasen enthält 
auffälligerweise ebenfalls ein Prolin in Position P-2 (DAVIS, 1993). 
 
Untersuchungen mit aus H338-52 hergeleiteten Oligopeptiden ergaben 
schließlich für DYRK1A das Konsensusmotiv RPxS/TPP (wobei "x" für einen 
beliebigen Aminosäurerest, "S/T" für entweder Serin oder Threonin und "P" für 
die Phosphorylierungsstelle steht) (HIMPEL ET AL., 2000). Das dieses Motiv 
enthaltende synthetische Oligopeptid wurde "Dyrktide" genannt (HIMPEL ET AL., 
2000). Demzufolge sind die beiden bereits erwähnten Aminosäurereste Arginin 
und Prolin in Position P-3 bzw. P-2 sowie ein in H338-52 nicht vorhandener 
Prolinrest in Position P+1 notwendig, damit eine Serin-/Threoninrest optimal als 
Substrat von DYRK1A erkannt wird. Demnach können DYRK1A und vermutlich 
auch die übrigen Mitglieder der DYRK-Familie zur Gruppe der "Prolin-
gelenkten" Proteinkinasen gezählt werden, zu der etliche der näher verwandten 
Proteinkinasen der CMGC-Gruppe ebenfalls gehören  (DAVIS, 1993). Diese 
Gruppe ist durch das Prolin in Position P+1 definiert. Während sich das Prolin in 
Position P-2 auch bei den MAP-Kinasen wieder findet, könnte der Argininrest in 
Position P-3 spezifisch für die DYRK-Kinasen sein. 
 
Nach Beendigung dieser Arbeit wurden -teilweise durch die Ergebnisse dieser 
Arbeit unterstützt- eine Reihe weiterer in vitro Substrate für DYRK1A identifiziert 
(WOODS ET AL., 2001a; WOODS ET AL., 2001b; YANG ET AL., 2001; MATSUO ET AL., 
2001). In Tabelle 7 sind die zur Zeit bekannten Substrate von DYRK1A 
aufgelistet.  
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Tab. 9: Substrate von DYRK1A 
 
Substrat P-Stelle Sequenza Nachweis Literatur 
Dyrktide Ser-8 FRPASPLRG in vitro HIMPEL ET AL., 2000 
Histon H3 Thr-45 YRPGTVALR in vitro HIMPEL ET AL., 2000 
Eukaryotischer 
Initiationsfaktor 2Bε  
Ser-539 SRAGSPQLD in vitro WOODS ET AL., 2001a 
Microtubuli-assoziiertes 
Protein tau2 
Thr-212 SRSRTPSLP in vitro WOODS ET AL., 2001a 
Forkhead in 
rhabdomyosarcoma 
Ser-329 SGRLSPIMT in vitro WOODS ET AL., 2001b 
cAMP responsive element 
binding protein 
Ser-133 SRRPSYRKI in vitro 
in vivob 
YANG ET AL., 2001 
Signal transducer and 
activator of transcription3 
Ser-727 DLPMSPRTL in vitro 
in vivob 
MATSUO ET AL., 2001 
WIECHMANN ET AL.,2003
Myelin Basic Protein  n. u.c n. u.c in vitro HIMPEL ET AL., 2000 
Glioma assoziiertes 
Oncogen1 
n. u.c n. u.c in vitro MAO ET AL., 2002 
Dynamin1  Ser-857 SRPESPRPP in vitro CHENG-HWANG ET AL., 
2002,  
HUANG ET AL, 2004 
a Die Aminosäuresequenz um die phosphorylierte Akzeptoraminosäure ist im IUPAC-Code 
angegeben, die Akzeptoraminosäure ist fett gedruckt; b Die Kotransfektion mit DYRK1A 
bewirkte eine verstärkte Phosphorylierung; c Nicht untersucht. 
 
 
Mit Ausnahme von STAT3, von dem lediglich bekannt ist, dass er durch 
DYRK1A phosphoryliert wird, nicht jedoch, wie effizient (MATSUO ET AL., 2001), 
findet sich bei allen Substraten mit bekannter Phosphorylierungsstelle ein 
Argininrest in Position P-3 oder P-2 wieder. Der erwähnte Prolinrest in Position 
P+1 findet sich dahingegen bei den effizient durch DYRK1A phosphorylierten 
Substraten nicht so regelmäßig wie erwartet, so dass er offensichtlich nicht 
unbedingt notwendig für eine effiziente Substraterkennung durch DYRK1A ist. 
Dies steht im Gegensatz zu den verwandten MAP-Kinasen und den anderen 
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"Prolin-gelenkten" Proteinkinasen. Aus diesem Grund wurden die  
Proteinkinasen der DYRK-Familie inzwischen auch als  "Arginin-gelenkte" 
Proteinkinasen von den anderen "Prolin-gelenkten" Proteinkinasen abgegrenzt 
(CAMPBELL & PROUD, 2002).  
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DYRK1A kodiert für eine evolutionär hoch konservierte Proteinkinase, die 
aufgrund von Beobachtungen an verschiedenen Tiermodellen und der 
genomischen Lokalisation auf Chromosom 21 beim Menschen als Kandidaten-
gen der mentalen Retardierung beim DOWN-Syndrom angesehen wird. Auf 
zellulärer Ebene ist noch sehr wenig über die Funktion von DYRK1A bekannt, 
auch wenn Vergleiche mit näher verwandten Kinasen und die Beobachtung, 
dass es sich um eine nukleare Kinase handelt, nahe legen, dass DYRK1A in 
die Regulation von Zellteilung und -differenzierung involviert sein könnte. Eine 
der Möglichkeiten, weitere Aufschlüsse über die molekulare Funktion einer 
Proteinkinase zu bekommen, ist die biochemische Charakterisierung der 
Phosphorylierungsreaktion. DYRK1A zeigt sowohl Auto- als auch 
Substratphosphorylierungsaktivität, wobei sich die Autophosphorylierung 
sowohl auf Serin/Threonin als auch auf Tyrosin bezieht, wohingegen bei 
Substraten bis jetzt nur die Phosphorylierung von Serin/Threonin beobachtet 
wurde. 
 
Ausgehend von Ergebnissen, die die Autophosphorylierung in der N-terminalen 
extrakatalytischen Domäne vermuten ließen, wurde die Phosphorylierung von 
Tyrosinresten innerhalb dieser Domäne weiter untersucht. Hierbei zeigte sich, 
dass DYRK1A nach bakterieller Expression an Tyrosin-111 autophosphoryliert 
ist, wobei Tyrosin-104 offensichtlich für die Phosphorylierung notwendig ist. In 
vitro Phosphorylierungsuntersuchungen zeigten keinen Einfluss von Tyrosin-
111 oder -104 auf die enzymatische Aktivität von DYRK1A. Auffällig ist jedoch, 
dass Tyrosin-111 sich innerhalb einer Erkennungssequenz für PTB-Domänen 
befindet, so dass über den Status der Tyrosin-111 Phosphorylierung die 
Interaktion zwischen DYRK1A und einem PTB-Domänen-haltigen Protein 
kontrolliert werden könnte. Außerdem befindet sich Tyrosin-111 direkt N-
terminal des zweiteiligen Kernlokalisationsmotives von DYRK1A, so dass die 
Phosphorylierung dieses Tyrosinrestes die subzelluläre Lokalisation von 
DYRK1A beeinflussen könnte. Um die Funktion von Tyrosin-111 und dessen 
Phosphorylierung weiter klären zu können, sind jedoch zusätzliche 
Untersuchungen notwendig. 
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DYRK1A phosphoryliert spezifisch eine Reihe von in vitro Substraten. Eines der 
Substrate ist Histon H3, das häufig als Substrat von Proteinkinasen eingesetzt 
wird. Um die Phosphorylierung von Histon H3 durch DYRK1A weiter 
charakterisieren zu können, wurde eine neue Methode entwickelt, Histon H3 
rekombinant herzustellen. Hierbei fiel Histon H3 bereits in E. coli als 
sogenannte Einschlusskörperchen aus, aus denen Histon H3 in eine lösliche 
Form renaturiert werden musste. Hierfür wurde Histon H3 zunächst durch das 
Chaotrop Guanidinhydrochlorid in Lösung gebracht und dann während der 
Gelfiltration mit stark verdünnter Salzsäure renaturiert. Hierdurch wurde eine 
Homogenität von ungefähr 95 % erreicht. Die Proteinsequenzierung zeigte bis 
auf die Abspaltung des N-terminale Methionins keine posttranslationalen 
Modifikationen des rekombinanten Histon H3. Demnach wurde eine Methode 
entwickelt, die es erlaubt in relativ kurzer Zeit große Mengen an homogenem 
Histon H3 zu gewinnen, das als ein optimales Substrat in Phos-
phorylierungsreaktionen mit Proteinkinasen eingesetzt werden kann. 
 
Die Untersuchungen zur Phosphorylierung des rekombinanten Histon H3 durch 
DYRK1A ergaben, dass es sich bei Threonin-45 um die Akzeptoraminosäure in 
Histon H3 handelt. Ein aus der N- und C-terminalen Sequenz um Threonin-45 
hergeleitetes Oligopeptid (H338-52) wurde effizient durch DYRK1A 
phosphoryliert, so dass man davon ausgehen konnte, dass es das für DYRK1A 
notwendige Erkennungsmotiv enthielt. Innerhalb von H338-52 befanden sich an 
strukturell markanten Aminosäuren vor allem ein Arginin- und ein Prolinrest  N-
terminal des phosphorylierten Threoninrestes. An diese Arbeit anschließende 
Untersuchungen bestätigten den Einfluss dieser beiden Aminosäuren und 
zeigten zudem, dass ein direkt C-terminaler Prolinrest die Effizienz der 
Phosphorylierung noch weiter steigern kann. Somit wurde DYRK1A in Analogie 
zu anderen verwandten Kinasen der CMGC-Gruppe als Prolin-gelenkte 
Proteinkinase entdeckt. Die effiziente Phosphorylierung von Serin/ 
Threoninresten, denen drei Aminosäuren N-terminal ein Argininrest vorangeht, 
ist dahingegen innerhalb der CMGC-Gruppe typisch für die Familie der DYRK-
Kinasen. 
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7.1. Tabellen 
Tab. 10: Anti-Phosphotyrosin-Western Blot (PY20-mAB) 
Deskriptive Statistik und teststatistische Auswertung zu 3.1.2., Abb. 7B, Seite 56. 
Dargestellt ist die Markierung relative zu GST-DYRK1A-∆C in %. T-Tests bei einer 
Stichprobe gegen Testwert=100%. 
 
95% Konfidenz-
intervall der 
Differenz 
Kinase Mittelwert 
/% 
SD N Mittlere 
Differenz 
/% 
Untere Obere 
T 
df=3 
Sig. (2-
seitig) 
 
∆C-Y104F 35,7 9,6 4 -64,3 -79,5 -49,1 -13,5 ,001 
∆C-Y111F 8,3 6,2 4 -91,7 -101,5 -81,8 -29,6 ,000 
∆C-Y112F 303,3 69,5 4 203,3 92,6 3134,0 5,8 ,010 
∆C-Y136F 118,8 39,5 4 18,8 -44,1 81,8 1,0 ,411 
∆C-Y140F 124,4 25,0 4 24,4 -15,4 64,2 1,9 ,147 
∆C-Y145F 76,3 28,1 4 -23,7 -68,3 20,9 -1,7 ,190 
∆C-Y147F 180,7 58,6 4 80,7 -12,6 174,0 2,8 ,071 
∆N/∆C 0,5 0,7 4 -99,5 -100,7 -98,4 -279,8 ,000 
 
Tab. 11: Anti-Phosphotyrosin-Western Blot (4G10-mAB) 
Deskriptive Statistik und teststatistische Auswertung zu 3.1.2., Abb. 7D, Seite 56. 
Dargestellt ist die Markierung relative zu GST-DYRK1A-∆C in %. T-Tests bei einer 
Stichprobe gegen Testwert=100%. 
 
95% Konfidenz-
intervall der 
Differenz 
Kinase Mittelwert 
/% 
SD N Mittlere 
Differenz 
/% 
Untere Obere 
T 
df=2 
Sig. (2-
seitig) 
 
∆C-Y104F 13,6 3,4 3 -86,4 -94,8 -78,1 -44,7 ,001 
∆C-Y111F 3,8 5,4 3 -96,2 -109,5 -82,8 -31,0 ,001 
∆C-Y112F 103,1 4,9 3 3,1 -9,0 15,2 1,1 ,387 
∆C-Y136F 135,6 15,7 3 35,6 -3,5 74,7 3,9 ,059 
∆C-Y140F 128,7 21,0 3 28,7 -23,4 80,8 2,4 ,141 
∆C-Y145F 81,8 40,8 3 -18,2 -119,4 83,1 -0,8 ,521 
∆C-Y147F 126,7 27,7 3 26,7 -42,3 95,6 1,7 ,238 
∆N/∆C -0,1 0,9 3 -100,1 -102,4 -97,8 -187,2 ,000 
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Tab. 12: Kinaseaktivität  
Deskriptive Statistik und teststatistische Auswertung zu 3.1.2., Abb. 8B, Seite 58. 
Dargestellt ist die Aktivität relative zu GST-DYRK1A-∆C in %. T-Tests bei einer 
Stichprobe gegen Testwert=100%. 
 
95% Konfidenz-
intervall der 
Differenz 
Kinase Mittelwert 
/% 
SD N Mittlere 
Differenz 
/% 
Untere Obere 
T 
df=2 
Sig. (2-
seitig) 
 
∆C-Y104F 103,9 51,3 3 3,9 -123,7 131,5 0,13 ,908 
∆C-Y111F 96,2 23,8 3 -3,8 -63,0 55,4 -0,28 ,808 
∆C-Y112F 110,4 23,3 3 10,4 -47,5 68,3 0,78 ,519 
∆C-Y136F 110,5 15,5 3 10,5 -28,0 49,1 1,2 ,361 
∆C-Y140F 113,6 24,8 3 13,6 -48,0 75,1 0,95 ,443 
∆C-Y145F 96,9 36,4 3 -3,1 -93,6 87,5 -,15 ,897 
∆C-Y147F 112,5 12,5 3 12,5 -18,6 43,7 1,7 ,226 
∆N/∆C 33,3 8,8 3 -66,7 -88,5 -44,8 -13,1 ,006 
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Tab. 13: Enzymkinetiken  
Deskriptive Statistik der Enzymkinetiken. Dargestellt sind die Mittelwerte und 
Standardabweichungen (Dreifachbestimmungen) der Reaktionsgeschwindigkeiten bei 
den angegebenen Substratkonzentrationen. Die Ergebnisse von jeweils zwei 
unabhängigen Versuchen sind getrennt dargestellt ((1) und(2)).   
 
Reaktionsgeschwindigkeit /pmol/min 
(1) (2) 
Substrat Konzentration 
/µM 
Mittelwert SD Mittelwert SD 
MBP 0.05 0.022 0.0040 n. u.a n. u.a 
 0.10 0.043 0.0039 0.025 0.0057 
 0.20 0.084 0.0027 0.078 0.0026 
 0.40 0.12 0.00058 0.11 0.0035 
 1.00 0.17 0.013 0.17 0.0071 
 5.00 0.21 0.012 0.17 0.0075 
natives H3 0.5 0.032 0.0057 0.023 0.0021 
 1.0 0.064 0.011 0.057 0.0055 
 2.0 0.084 0.013 0.10 0.019 
 4.0 0.13 0.018 0.13 0.024 
 10.0 0.16 0.012 0.17 0.026 
rek. H3 0.5 0.035 0.0059 0.036 0.0072 
 1.0 0.053 0.0054 0.044 0.0021 
 2.0 0.067 0.0039 0.066 0.0071 
 4.0 0.085 0.0061 0.077 0.0042 
 10.0 0.098 0.0053 0.089 0.0085 
H338-52 40 0.13 0.018 0.17 0.0055 
 100 0.30 0.015 0.36 0.033 
 200 0.48 0.018 0.66 0.072 
 400 0.72 0.0090 0.85 0.090 
 1000 0.92 0.079 1.11 0.075 
H338-52Y41F 40 0.17 0.016 0.24 0.034 
 100 0.36 0.011 0.62 0.041 
 200 0.59 0.085 0.98 0.12 
 400 0.77 0.087 1.24 0.18 
 1000 0.92 0.021 1.52 0.18 
a Nicht untersucht.
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